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RESUMO

A doenca de Chagas, ainda hoje, afeta de 6 a 7 milhdes de pessoas na Ameérica Latina
e causa cerca de 10 mil mortes por ano, segundo dados da Organizagdo Mundial da
Saude. A doenca é causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, que é transmitido aos
seres humanos através da picada do barbeiro triatomideo. Na fase cronica da doenca
pode ocorrer arritmia cardiaca, insuficiéncia cardiaca, infarto ou mesmo o o6bito. O
benznidazol é o principal farmaco empregado para o tratamento da doenca de
Chagas. A determinacdo da concentracdo plasmatica de benznidazol em humanos é
importante em estudos clinicos, farmacocinéticos, no desenvolvimento de novas
formulac6es e na monitorizacdo terapéutica. Nesse contexto, o desenvolvimento de
métodos analiticos adequados é fundamental. O uso da microextracdo por sorvente
empacotado (MEPS) na etapa de preparo de amostras visa reduzir o uso de solventes
toxicos e de alto grau de pureza, bem como o volume de amostra. Assim, com este
trabalho objetivou-se desenvolver método bioanalitico, empregando-se MEPS no
preparo de amostra e cromatografia a liquido de alta eficiéncia com deteccao UV para
determinacéo de benznidazol em plasma humano. Foi realizada uma etapa prévia por
precipitacdo de proteinas com &cido tricloroacético 10% p/v, a fim de evitar
deterioracdo do cartucho MEPS. A otimizacdo da etapa por MEPS foi realizada por
meio de planejamento fatorial 24, obtendo-se uma recuperacgédo de cerca de 25% do
analito utilizando-se 500 pL de plasma, 10 ciclos de 100 pL de aspiracéo e ejecao da
amostra, e dessorcédo com trés vezes de 50 pL de acetonitrila. O método bioanalitico
foi desenvolvido e validado, apresentando-se seletivo, preciso, exato, robusto e linear
na faixa de concentracéo de 0,5 a 6,0 pg/mL. Por fim, a aplicabilidade do método foi
demonstrada na andalise de amostra de plasma de trés voluntarios que fizeram uso de
benznidazol. O método bioanalitico desenvolvido e validado podera ser utilizado em
analises farmacocinéticas, na monitorizacdo terapéutica e em estudos de

bioequivaléncia.

Palavras - chave: doenca de Chagas; benznidazol; extracdo em fase solida;
MEPS; planejamento experimental; preparo de amostras miniaturizado.



ABSTRACT

Chagas disease still affects 6 to 7 million people in Latin America and still causes
around ten thousand deaths per year, according with the World Health Organization.
The disease is caused by the parasite Trypanosoma cruzi, which is transmitted to
human beings through the bite of the triatomid barber. In the chronic phase of the
disease may occur cardiac arrhythmia, heart failure, heart attack or even death.
Benznidazole is the main drug used for Chagas disease treatment. The determination
of plasmatic concentration in humans is important for pharmacokinetics studies, clinical
trials, new drugs development and therapeutic monitoring. In this context, the
development of suitable analytical methods is fundamental. The use of microextraction
by packed sorbent (MEPS) in sample preparation aim to reduce toxic and high purity
solvents use, likewise the sample amount. Thus, with this study, we develop a
bioanalytical method using MEPS on sample preparation and high performance liquid
chromatography with UV detection. A previous sample preparation step was performed
with protein precipitation with 10% w/v trichloroacetic acid, in order to avoid
deterioration of the MEPS cartridge. The optimization of the MEPS was performed
through a 24 factorial planning, obtaining a recovery of about 25% of the analyte using
500 pL of plasma, 10 cycles of 100 uL sample aspiration and ejection, and desorption
with three times of 50 pL of acetonitrile. The bioanalytical method was developed and
validated, proving to be selective, precise, accurate, robust and linear in the
concentration range 0.5 to 6.0 pg/mL. Finally, the method applicability was showed in
the analysis of plasma samples from three volunteers, which made use of
benznidazole. The developed bioanalytical method can be used in pharmacokinetic

studies, therapeutic drug monitoring and bioequivalence studies.

Keywords: Chagas disease; benznidazole; solid-phase extraction; MEPS;

factorial planning; miniaturized sample preparation.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, ainda hoje, afeta milhdes de pessoas em diversos
paises, principalmente na América Latina, podendo causar disturbios cardiacos
e neuroldgicos que diminuem a expectativa de vida das pessoas infectadas. E
causada por diferentes espécies de protozoarios do género Trypanosoma, que

sao transmitidos ao ser humano pela picada de triatomideos (WHO, 2020).

No Brasil, os casos notificados da doenca de Chagas entre 2012 e 2016
foram 19.914, ocorrendo 18 6bitos neste mesmo periodo. A regido mais afetada
é a regido Norte, principalmente o estado do Para (MINISTERIO DA SAUDE,
2019).

A farmacoterapia e profilaxia para a doenca de Chagas apresentam
somente de dois farmacos anti-parasitarios: benznidazol e nifurtimox, sendo o
primeiro o mais utilizado, inclusive na fase cronica da doenga. O benznidazol
apresentou melhor progndéstico em paciente em fase cronica da doenca
(MORENO, 2010), além de menor ocorréncia de efeitos adversos (DIAS et al.,
2015).

Para garantir o sucesso na farmacoterapia, a monitorizacéo terapéutica
se faz necessaria, pois subdoses podem causar insucesso do tratamento ou
resisténcia do parasita. Ademais, para uma monitorizacdo correta sao
necessarios métodos bioanaliticos confiaveis, que dependem crucialmente da
etapa de preparo de amostra. Tais métodos bioanaliticos também possuem
impacto na elucidacdo farmacocinética do farmaco, no que diz respeito,

principalmente, a biodisponibilidade e metabolizacéo.

A técnica de extracdo em fase solida € amplamente utilizada, pois permite
a extracdo do analito em matrizes complexas, além de remover potenciais
interferentes e pré-concentrar o analito. Entretanto, ainda utiliza grandes
volumes de solventes tdéxicos ao ambiente e ao ser humano, além de grandes
volumes de amostra. Uma miniaturizacdo desta técnica, a Microextracao por

Sorvente Empacotado (MEPS) foi desenvolvida visando reduzir as quantidades
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de solventes utilizados, assim como o volume de amostra, mas obtendo extratos

mais limpos, e ainda assim precisos e exatos.

A técnica de MEPS, além de permitir o uso de um menor volume de
amostra e menor consumo de solventes, sendo, portanto, mais sustentavel,
apresenta a possibilidade de injecao direta no sistema cromatografico (SALAMI;
QUEIROZ, 2011). Apesar de ter sido descrita na literatura cientifica no ano de
2004, ainda néo foi descrita nenhuma aplicacao desta técnica para extracdo de

benznidazol em plasma humano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, descrita por Carlos Chagas em 1909 (FIOCRUZ,
2013), é uma doenca infecciosa causada por protozoarios da espécie
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), 0 que originou a outra denominacao da doenca,
tripanossomiase americana. Americana porque a area endémica € localizada na
América Latina, tendo relacdo com as condi¢Bes sanitarias precarias e com a
extrema pobreza presentes nesta regido. Sua transmissdo ocorre através do
contato de sangue humano com as fezes e/ou urina de triatomineos infectados
com o protozoario (WHO, 2021). Outros principais vetores sdo da ordem
Hemiptera e Reduviidae (DIAS et al., 2015), entretanto em uma escala menor do

gue os vetores da ordem Triatominae.

Estima-se que 6 a 7 milhGes de pessoas estdo infectadas no mundo,
sendo que os paises mais afetados estdo na América Latina (WHO, 2021). Em
2010 foi descrito um total de 5.742.167 pessoas infectadas por T. cruzi nos
paises latino-americanos (DIAS et al., 2015). Na Figura 1, estd apresentada a
estimativa da Organizacdo Mundial de Saude dos casos globais da doenca de

Chagas.

Figura 1 - Estimativa da distribuicdo dos casos da doenca de

Chagas no mundo no ano de 2018.
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Fonte: Adaptado de World Health Organization (2021).
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Devido a grande prevaléncia da doenca de Chagas nos paises latino-
americanos, De Rycker et al. (2018) classificou-a como doencas infecciosas
tropicais, juntamente com doencas como maléaria, dengue, tuberculose, Ebola,
dentre outras. Essa classificacdo remete mais do que somente a uma
localizacdo, mas também as condi¢cdes socioecondmicas e sanitarias destes
paises, caracterizando a doenca de Chagas, assim como as demais doencas
tropicais, como doencas negligenciadas. Sao negligenciadas porque carecem de
uma maior participacdo governamental e privada ndo somente no tratamento

dessas doencas, mas também na prevencao e controle dos agentes infecciosos.

A causa de tdo elevado numero de casos da doenca de Chagas deve-se,
além da deficiéncia sanitaria nessas regides, a migracdo de pessoas infectadas
de forma ndo controlada, a degradacdo ambiental que leva a migracdo dos
vetores para areas urbanas, e as alteracdes climaticas (DIAS et al., 2015). Esse
cenario, aliado a uma baixa condig&o socioecondmica e educacional provoca um
aumento da incidéncia da tripanossomiase americana, atrasando, por anos, sua

erradicacao.

Apesar dos esforc¢os iniciados na década de 1970 para a erradicacao do
vetor Triatoma infestans, que rendeu ao Brasil em 2006 o certificado
internacional de interrupcdo de transmissao por este vetor, ainda estima-se que
haja, pelo menos, um milhdo de pessoas infectadas por T. cruzi no pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021). No periodo de 2012 a 2016, segundo 0 mesmo
Boletim Epidemiolégico, o Ministério da Saude registrou um total de 1190 novos
casos, 0 que demonstra que a erradicacdo da doenca ainda esta longe de

acontecer.

A maior ocorréncia da doenca encontra-se na regido Norte,
principalmente, no estado do Para (responsavel por cerca de 83% dos casos),
onde as condi¢cbes sociais sdo mais desfavoraveis, levando a manutencéo e
criagdo de reservatorios de triatomideos, além do aumento de infecgédo pela
ingestdo de alimentos contaminados. Em 2020, ocorreram trés obitos em
decorréncia da doenga de Chagas, todos no estado do Para, além de 146 novos
casos em todo o Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Além disso, mais de
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200 6bitos por COVID-19 no Brasil fizeram mencao a doenca de Chagas como
comorbidade e fator de agravamento da doenca causada por Sars-CoV-2
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Na Figura 2, esta demonstrada a distribui¢&o
de casos de doenca de Chagas aguda no Brasil, de acordo com municipio e ano
da notificacdo, de 2007 a 2019.

Figura 2 — Incidéncia da Doenca de Chagas no Brasil, por
municipio, de 2007 a 2019.
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Fonte: Ministério da Saude (2019).

Os vetores triatomineos vivem em fendas ou telhados de construcées
rurais ou suburbanas e possuem habitos noturnos. Apds a picada, o inseto
defeca naquela regido proxima. A infeccdo ocorre quando o ser humano coca a
regido e produz rupturas na pele, levando a introducéo das fezes infectadas com
T. cruzi na corrente sanguinea. A transmissdo também pode ocorrer pela
ingestao de alimentos contaminados com as fezes deste parasita (WHO, 2021).
A doenca de Chagas também pode ser transmitida verticalmente (da mée para
o feto), por transfusdo de sangue ou doacao de orgaos de doadores infectados,
ou por acidentes laboratoriais, se 0 material contaminado entrar em contato com
a pele lesionada ou mucosa (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).
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O ciclo evolutivo da doenca de Chagas possui duas etapas, uma no
hospedeiro invertebrado (o vetor) e outra no hospedeiro vertebrado (mamiferos,
mais especificamente, o homem). Durante o ciclo, o parasita pode se apresentar
de trés formas distintas: amastigotas e epimastigotas (ambas formas
replicativas) e tripomastigotas metaciclicas (forma n&o replicativa, mas
infectante). As amastigotas estdo presentes no interior das células dos
mamiferos, enquanto as epimastigotas sdo encontradas principalmente no tubo
digestivo dos vetores triatomideos. As formas infectantes, isto €, as
tripomastigostas metaciclicas, se encontram nas fezes e urina do vetor
transmissor, mas as formas tripomastigotas nao-infectantes podem estar
presentes no sangue circulante do hospedeiro vertebrado (AZAMBUJA e
GARCIA, 2017).

No hospedeiro invertebrado, o T. cruzi se diferencia em epimastigotas e,
na porc¢dao final do intestino, em tripomastigotas metaciclicas. Esse processo de
diferenciacdo denomina-se metaciclogénese. Durante o repasto sanguineo do
vetor, ele deposita a urina ou as fezes repletas de tripomastigotas metaciclicas
proximo a picada. Essas formas tripomastigotas metaciclicas entram no
hospedeiro vertebrado através da ferida ou de membranas mucosas (por
exemplo, a conjuntiva). ApGs entrar na circulagdo sanguinea, essas formas
invadem as células préximas ao local da ferida, se diferenciando em formas
amastigotas intracelulares. Esta Ultima se reproduz por fissdo binaria,
transformando-se em formas tripomastigotas e promovendo a ruptura da célula.
Uma vez na corrente sanguinea, as formas tripomastigotas podem migrar para
outros tecidos e infectar novas células, produzindo mais formas amastigotas
intracelulares e causando a etapa sintomatica da infeccdo. O barbeiro ou
invertebrado é infectado ao alimentar-se de sangue humano ou animal que
contenha o parasita circulante, reiniciando o ciclo (VIEIRA, 2017). A Figura 3
contém um esquema sobre o ciclo da doenca de Chagas.
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Figura 3 — Ciclo Evolutivo da doenca de Chagas
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Fonte: Vieira (2017).

Na fase aguda da doenca, geralmente ha auséncia de sintomas ou eles
sdo inespecificos. Os infectados podem apresentar inicialmente uma lesao
epitelial ou um inchaco arroxeado nas palpebras. Podem apresentar também,
febre, dor de cabeca, dor muscular, palidez, inchaco abdominal e das glandulas
linfaticas, dor abdominal e toracica e dificuldade em respirar (WHO, 2021). Na
fase cronica, aproximadamente 30% dos pacientes sofrem com distarbios
cardiacos e 10% com disturbios digestivos e/ou neurolégicos. A Cardiopatia
Chagasica Crénica (CCC) é o quadro clinico mais prevalente da fase sintomatica
da doenca de Chagas, com elevada morbimortalidade (DIAS et al., 2015). A
infeccdo pode evoluir para insuficiéncia cardiaca progressiva e arritmias

cardiacas, ou até mesmo para o 6bito (WHO, 2021).

Somente dois farmacos demonstraram-se efetivos no tratamento da
doenca de Chagas e sao usados na pratica clinica nos dias atuais: o benznidazol
(derivado nitroimidazélico) e o nifurtimox (farmaco nitrofuranico). As poucas
opcOes de tratamento refletem a natureza negligenciada da doenca de Chagas,
necessitando, como define De Rycker et al. (2018), de tratamentos novos,

efetivos, seguros e de baixo custo.
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As estruturas de ambos os farmacos (benznidazol e nifurtimox) estéao
representadas na Figura 4. Ambos séo utilizados na fase aguda da doenca e
em infec¢des congénitas, com chance de 100% de cura, se administrados logo
apos o contato com o parasita. Entretanto, eles ndo possuem a mesma eficiéncia
na fase crénica. Mesmo assim, em alguns casos, estes farmacos séo indicados
no inicio da fase crénica e em pacientes com reinfeccdo (por exemplo,
imunossuprimidos) (WHO, 2021). No Brasil, somente o benznidazol consta na
Relac&o Nacional de Medicamentos Essenciais de 2020 (BRASIL, 2020).

Figura 4 — Estrutura quimica dos farmacos antichagasicos
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Moreno (2010) relata que alguns estudos indicam que o progndstico em
pacientes chagasicos que administraram benznidazol na fase aguda é ainda
melhor do que os que fizeram o tratamento com nifurtimox. Dias et al. (2015)

~

defende a insercdo do benznidazol na atencdo primaria a saude para o
tratamento precoce de Chagas, a fim de obter maior chance de cura, uma vez

que este farmaco tem demonstrado menor ocorréncia de efeitos adversos.

Para maior controle da doenca, também é necessario realizar vigilancia
tanto epidemiologica quanto entomoldgica. O controle do vetor deve ser feito por
meio da sanitizacdo das areas onde o mesmo possa estar, e também deve-se
adotar medidas preventivas individuais, higienizar os alimentos e investigar a
qualidade do sangue de doadores (WHO, 2019).

A vigilancia epidemiolégica deve ser feita de forma a monitorar o nimero

de casos da doenca, detectar e tratar precocemente novos casos, monitorar a
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morbimortalidade da doenca, manter erradicada a transmisséo por T. infestans
(considerada o maior indice de infec¢éo no Brasil) e realizar vigilancia sanitaria

nas areas de maior indice do parasita (DIAS et al., 2015).

2.2 Benznidazol

O benznidazol é o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
doenca de Chagas. Ele € usado principalmente na fase aguda e em infeccdes
congénitas. Apesar de seu uso na fase crbnica ser controverso, ainda € utilizado
para impedir reinfeccbes e a progressdo da doenca em alguns casos
(DAVANCO, 2015).

A estrutura quimica do benznidazol esta representada na Figura 4. Sua
massa molar é igual a 260,25 g/mol. Apresenta em sua estrutura um doador e
quatro aceptores de ligacdo de hidrogénio. Seu ponto de fusdo esta entre 190 e
192 °C (PUBChem, 2020). Apresenta dois valores de pKa, sendo o mais acido
igual a 13,68 e o0 mais basico igual a 0,2 (DRUGBANK, 2020).

A curva de perfil térmico obtido por Calorimetria Exploratdria Diferencial
(DSC) do benznidazol apresenta dois eventos, com o0 pico de fusdo
(endotérmico) em 191,3 °C e sua degradacdao em 240 °C, como mostrado na
Figura 5 (MAXIMIANO, 2010). O benznidazol pode ser recristalizado, sendo
possivel observar um pico exotérmico em 118,0 °C, correspondente a esse

evento.
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Figura 5 — Curva DSC do farmaco benznidazol.
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Fonte: Maximiano (2010).

O benznidazol possui um coeficiente de particdo octanol-agua (log P)
igual a 0,91, o que caracteriza esta molécula como ligeiramente hidrofobica. Sua
solubilidade em &agua é superior a 39 pg/mL (PUBChem, 2020). A Tabela 1
apresenta a solubilidade deste farmaco em diversos solventes. Nota-se sua
baixa solubilidade em &gua e sua ligeira solubilidade em acetonitrila.

A farmacodindmica do benznidazol ainda n&o esta totalmente elucidada.
Acredita-se que as nitroredutases reduzam o grupo nitro presente na molécula
do farmaco em grupo amino. Logo em seguida, ha a formacdo de um
intermediério radicalar, catalisada pelo citocromo P450 (CYP450). Em seguida €
formada a hidroxilamina (R-NHOH). O radical nitro formado €é responséavel pela
acdo tripanocida, por meio de ligacbes covalentes com moléculas vitais do
parasita, como proteinas, lipideos, DNA e RNA. Essas ligacdes covalentes
causam danos nessas macromoléculas, provocando a morte do parasita
(DAVANCO, 2015). E descrito também um aumento da morte dos tripanosomas

através do interferon-gama, que leva a uma lise celular (DRUGBANK, 2020).
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Tabela 1 — Solubilidade do benznidazol em diferentes solventes.

Entre parénteses encontra-se o desvio padrao.

Solvente

Solubilidade
(mg/mL)

Classificacao

Experimental

Monografia FB 6

Agua destilada

Acetato de etila

Acetona

Acetonitrila

Cloroférmio

Diclorometano

Etanol

Fluido entérico

Fluido gastrico

Hexano

Isopropanol

Metanol

Octanol

Oleo de améndoas

Oleo Mineral

0,327 (0,012)

3,550 (0,092)

30,546 (0,249)

24,741 (2,866)

1,499 (0,267)

3,138 (0,192)

4,989 (0,359)

0,244 (0,012)

0,236 (0,004)

0,141 (0,048)

1,940 (0,130)

13,078 (2,240)

0,530 (0,024)

0,029 (0,001)

0,003 (0,001)

Muito pouco sollvel

Muito pouco soluvel

Ligeiramente solavel

Ligeiramente soluvel

Muito pouco sollvel

Pouco sollvel

Pouco sollvel

Muito pouco solavel

Muito pouco sollvel

Muito pouco solivel

Pouco sollvel

Ligeiramente soluvel

Muito pouco solavel

Praticamente
insoluvel
Praticamente

insoluvel

Praticamente

insolGvel em agua

Muito pouco soluvel

Muito pouco soluvel

Pouco soltvel

Legenda: FB 6 — Farmacopeia Brasileira 62 edicao.
Fonte: Adaptado de Maximiano (2010).
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O benznidazol apresenta biodisponibilidade oral igual a 91,7%. A
concentragéo plasmatica maxima (Cmax) varia de 2,2 a 2,8 pg/mL, atingida apos
3 a4 h (Tmax) da administracéo de uma dose de 100 mg (RAAFLAUB; ZIEGLER,
1979). Sua meia vida de eliminacédo € igual a 13,27 h. Sua excrecao ocorre
primariamente na urina (DRUGBANK, 2020). Apresenta volume de distribuicao
igual a 39,19 L e um clearance de 2,04 L/h. Sua taxa de ligacdo as proteinas
plasmaticas esta entre 52 e 59%, segundo WORKMAN et al. (1984). O
metabolismo é realizado pelas enzimas do CYP 450 e pela nitroredutases do T.
cruzi (DRUGBANK, 2020).

O Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) é o
Unico laboratério no mundo a fabricar as apresentac¢des do farmaco benznidazol
na forma de comprimidos. Até o ano de 2012, somente uma apresentacao do
benznidazol estava disponivel: comprimidos de 100 mg, de liberacdo imediata.
Devido a necessidade de menor dosagem para criancas, o LAFEPE lancou o
primeiro comprimido pediatrico na dosagem de 12,5 mg (DAVANCO, 2015).

A dose de benznidazol indicada para adultos é de 5 a 7 mg/kg/dia, durante
60 dias ou com trés administragfes diarias (DAVANCO, 2015).

2.3 Preparo de Amostras

Os fluidos bioldgicos, como saliva, urina, sangue, plasma e outros,
permitem a obtencdo de diversas informaces corporais, que sao Uteis nas
analises toxicologicas, ambientais, forense, de dopping, na determinacdo da
farmacocinética de farmacos, intoxicacdes, e na obtencdo de informacfes
genéticas (SAITO et al., 2002). Também permite a obtencédo de informacdes
sobre a adesdo do paciente a farmacoterapia, biodisponibilidade do farmaco,
interacbes medicamentosas e funcionamentos dos o6rgados (FU; LIAO; LIU,
2005). Cada matriz possui suas particularidades e seus proprios desafios: o
plasma contém grande quantidade de fosfolipideos, a urina possui alta
concentracdo de sais, 0 sangue total contém hemacias que precisam sofrer lise
(VAGHELA et al., 2016).
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As referidas amostras biolégicas apresentam matrizes complexas, com a
presenca de diversos componentes, como sais, acidos, bases, proteinas e
outras substancias que podem ter propriedades fisico-quimicas similares ao
analito de interesse, o que dificulta a analise (FU; LIAO; LIU, 2005). Essa
interferéncia da matriz na analise do composto de interesse é definida como
efeito de matriz e consiste na sua propria influéncia na amostra,
independentemente da presenca ou ndo do analito ou da quantidade extraida
(PAVLOVIC et al., 2007).

Para a obtencdo de uma andlise mais fidedigna e confiavel, torna-se
necessario remover potenciais interferentes, pré-concentrar o analito de
interesse, uma vez que o analito frequentemente esté presente nessas matrizes
em baixas concentracdes, e fornecer um método robusto e reprodutivel, que seja
independente de variaces da matriz (PAVLOVIC et al., 2007). Também pode
ser necessario preparar o analito para que ele se torne mais adequado para a
separacdo ou a deteccdo (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009).

Mesmo contando com técnicas analiticas com alta detectabilidade e
seletividade, como o acoplamento entre a Cromatografia a Liquido de Alta
Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) e a
Espectrometria de Massas (MS, do inglés, Mass Spectrometry), ainda é,
geralmente, necessaria uma etapa de preparo de amostras, a fim de eliminar
potenciais interferentes, pré-concentrar o analito e remover compostos que
possam danificar o equipamento de analise (FU; LIAO; LIU, 2005). Proteinas,
por exemplo, podem precipitar quando em contato com a fase mével utilizada na
cromatografia a liquido de alta eficiéncia, causando entupimento na coluna ou
na tubulacdo, levando a um aumento de pressao do sistema, deterioracdo da
coluna e, consequentemente, ineficiéncia de separacdo. A deterioracdo da
coluna pela introducéo de proteinas ao sistema cromatografico também pode ser
causada pela adsorcao irreversivel destas a fase estacionaria (NOVAKOVA;
VLCKOVA, 2009).

Contudo, a etapa de preparo de amostras pode ocupar até 80% do tempo

de analise e é responsavel pela maior parte dos erros (FU; LIAO; LIU, 2005).
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Nesse contexto, técnicas e métodos automatizados e que diminuam o tempo de

analise constituem o objetivo para uma analise exata e precisa.

Em se tratando de métodos bioanaliticos, a etapa de preparo de amostras
€ indispensavel. Somando-se a complexidade da amostra e a baixa
concentracdo que se encontra o analito, os farmacos também podem sofrer
instabilidade nestas matrizes, bem como os metabdlitos ou pro-farmacos. Eles
podem ser afetados pela temperatura, pH, presenca de enzimas,
anticoagulantes e outros farmacos, ou até mesmo pelo ciclo de congelamento e
descongelamento da amostra. Essa instabilidade pode ocorrer durante todas as
etapas de desenvolvimento e performance do método, na prépria matriz antes
da anélise, na extracéo ou na amostra ja acondicionada nos vials. E necessario,
portanto, realizar um estudo de estabilidade, de curto e longo prazo, pois a
degradacdo do farmaco durante o preparo de amostra pode culminar em
concentragcdes mais baixas do analito ou mais altas dos produtos de degradacéao
(NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009).

Os métodos bioanaliticos geralmente séo aplicados na andlise de grandes
quantidades de amostras. Portanto, andlises rapidas e com baixos niveis de
quantificacdo sdo necessarios. Consequentemente, os métodos bioanaliticos
devem ser desenvolvidos de maneira a serem rapidos, efetivos e sensiveis,
preenchendo os requisitos contidos na legislacdo pertinente (NOVAKOVA;
VLCKOVA, 2009).

Nesse ambito, as técnicas de preparo de amostra mais utilizadas sao
aguelas chamadas de convencionais, quais sejam: a remoc¢ao de proteinas, a
extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction) e a extracdo em
fase soélida (SPE, do inglés Solid-Phase Extraction). Cada uma dessas técnicas

tem suas particularidades, que serdo abordadas nas secdes a seguir.

Objetivando diminuir o tempo gasto na etapa de preparo de amostras,
bem como desenvolver métodos mais sustentaveis, vém sendo desenvolvidas
diversas técnicas miniaturizadas. Essas técnicas visam ainda a automatizagao
desta etapa e um aumento da eficiéncia de extracdo e de concentragdo do
analito (NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009).



31

Diversas sao as técnicas miniaturizadas, que podem ser baseadas em
solventes ou sorventes: microextracdo em fase sdlida (SPME), microextracdo
liquido-liquido (LLME), extragdo liquido pressurizada (PLE), microextragdo por
sorvente empacotado (MEPS), e extracao sortiva por barra magnética (SBSE),
dentre outras. O principal objetivo é diminuir a quantidade de amostra e de
solventes utilizados, o tempo da analise, bem como promover a automacéo
(NOVAKOVA; VLCKOVA, 2009).

A seguir serdo abordadas cada uma das técnicas convencionais e
algumas técnicas miniaturizadas, a fim de elucidar as vantagens e desvantagens
de cada uma e justificar a escolha do método de preparo de amostras utilizado

neste projeto.

2.3.1 Remocéo de proteinas

A remocgdo de proteinas é uma das técnicas mais antigas, mas ainda
muito utilizada, devido a sua simplicidade de execucao. Considerando que o
plasma e o soro sanguineo contém cerca de 10 mil diferentes proteinas,
atingindo uma concentracdo de 6 a 8 g/dL de conteldo proteico, a
incompatibilidade destas proteinas com o0s sistemas cromatograficos e
detectores, e sua natureza néo- volatil, € necesséario remové-las antes de inserir

a amostra no equipamento analitico (CHANG et al., 2007).

A remocdo de proteinas pode ser feita por ultrafiltracéo ou por precipitacao
das proteinas. No caso da precipitacdo de proteinas, a interacdo entre partes da
proteina com o reagente (solventes organicos, acidos ou sais), seja direta ou
indiretamente, provoca uma diminui¢cdo da solubilidade da proteina, culminando

em sua precipitacdo (CHANG et al., 2007).

As proteinas sollveis usualmente possuem uma superficie hidrofilica
envolvendo um nudcleo mais hidrofébico. A superficie hidrofilica geralmente

contém grupos idnicos livres, que nao fazem ligacdes intramoleculares. Dessa
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forma, é possivel a utilizacdo de sais concentrados a fim de mudar o estado de

ionizacao dessas partes da proteina (CHANG et al., 2007).

A utilizacdo de sais ho manejo da solubilidade proteica é complexa. Em
baixas concentracdes (abaixo de 1,0 mol/L), o resultado € um aumento da
solubilidade da proteina, em um efeito chamado salting-in (TIMASHEFF;
ARAKAWA, 1988), que consiste na interacdo dos sais com as moléculas
proteicas, diminuindo a interacdo entre elas e favorecendo a solubilidade.
Entretanto em concentracdes elevadas, a solubilidade diminui, devido ao efeito
salting-out (TIMASHEFF; ARAKAWA, 1988), onde o sal adicionado a solugéo
“sequestra” as moléculas de agua que hidratam a proteina, devido a natureza
ibnica do sal, o que faz com que a proteina, com sua por¢ao hidrofébica, tenda
a se agregar para diminuir o gasto energético no meio. Essa agregacéao leva a
precipitacdo das proteinas presentes no meio (TIMASHEFF; ARAKAWA, 1988).

Com relacdo a utilizacdo de solventes como agente precipitantes, é
notavel que o uso de solventes misciveis em agua como etanol, acetona ou
acetonitrila causam a precipitacdo das proteinas presentes na solucdo. Esse
efeito é causado pela diminui¢cdo da constante dielétrica, que aumenta a forca
das interacdes entre 0s grupos idnicos presentes na superficie das proteinas. Os
solventes misciveis em agua se associam mais fortemente com a dgua em si do
gue com as proteinas, o0 que leva a uma desidratacéo das superficies proteicas.
(VAGHELA et al., 2016).

A utilizacdo de acidos para a precipitacdo de proteinas é justificada pela
interacdo das bases conjugadas provenientes desses acidos com grupos
carregados positivamente na estrutura da proteina. E relatada também uma
desnaturacdo provocada por esses agentes precipitantes, culminando na perda

da estrutura tridimensional da proteina, irreversivelmente (VERAS et al., 2013).

Apoés a etapa de adicdo do solvente ou sal precipitante, a amostra €
centrifugada, de forma a aumentar a velocidade de agregacdo das particulas,
decantar o precipitado proteico e obter um sobrenadante limpido (VAGHELA et
al., 2016). A técnica de filtracdo também pode ser utilizada para remover o

precipitado, com o uso de filtros de tamanho e porosidade apropriada para a
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retencdo dessas macromoléculas. Pode-se utilizar também a refrigeracéo para
diminuir ainda mais a solubilidade das proteinas, favorecendo uma remocao por
precipitacdo (CHANG et al., 2007). E importante ressaltar que proteinas de
menor tamanho e com menor tendéncia de agregacao podem permanecer no
sobrenadante (CHANG et al., 2007).

O sobrenadante pode ser acondicionado em vials, prontos para injecéo
no sistema cromatogréfico, ou podem ser evaporados e reconstituidos em outro
solvente, por exemplo, a fase movel que sera utilizada na cromatografia
(VAGHELA et al., 20186).

As vantagens da técnica de remocao de proteinas sdo: baixo custo,
remocdo do contetdo proteico indesejado, ser compativel com pequenos
volumes de solvente e simplicidade de execucdo (VAGHELA et al.,, 2016).
Entretanto, apresenta baixa seletividade, baixa recuperacdo do analito e pode
alterar a resposta em espectrometria de massas. Além disso, pode ser
necessario utilizar grandes volumes de solvente, dependendo da amostra e do

analito.

Devido a simplicidade da técnica, diversos métodos bioanaliticos para
determinacdo de benznidazol descritos na literatura utilizam a precipitacao de
proteinas. Guerrero et al. (2011) e Pinazo et al. (2013) utilizaram &cido
tricloroacético (0,3 mol/L) como agente precipitante para analises de benznidazol
em plasma humano, sendo que Guerrero obteve uma recuperacdo média de
98,7%. De forma similar, Marson et al. (2013) utilizaram o mesmo reagente para
precipitacdo de proteinas para andlise de benznidazol em amostras de leite
materno. Altcheh et al. (2014) utilizaram plasma liofilizado, reconstituido com
acetato de etila com remogao de proteinas com acido tricloroacético (TCA) como
agente precipitante. Davan¢o; De Campos; Peccinini (2015) também
empregaram a técnica de precipitagdo de proteinas para analise de benznidazol
em plasma humano, porém utilizando acetonitrila como agente precipitante.
Workman et al. (1984) utilizaram metanol como agente precipitante em estudo
elucidativo da farmacocinética do benznidazol. Entretanto, técnicas mais

elaboradas, com obtencao de extratos mais limpos e recuperacdes mais altas,
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foram utilizadas para analise de benznidazol em fluidos biolégicos, como

veremos a seguir.

2.3.2 Extracéo liquido-liquido

A técnica de extracao liquido- liquido também é bastante antiga e ainda
amplamente usada. Ela baseia-se no principio de particdo do analito entre dois

solventes imisciveis, geralmente denominadas fase aquosa e fase organica.

Em um procedimento de LLE tradicional, o solvente organico ou extrator
precisa ser vigorosamente agitado apds sua adicdo a fase aquosa, que
geralmente é a matriz biolégica, de forma a aumentar a superficie de contato e
obter maiores recuperacdes. ApGs a agitacdo, o solvente organico pode ser
evaporado e a amostra reconstituida com fase mével, para melhor aplicacéo e
eficiéncia de resultado, bem como adequabilidade ao sistema cromatografico
(TANG; WENG, 2013).

A LLE pode ser utilizada para aumentar a seletividade, uma vez que a
migracdo de um analito da fase aquosa para a fase organica permite que os
interferentes com caracteristicas hidrofilicas sejam removidos, uma vez que eles

permanecem na fase aquosa segundo a sua afinidade (SILVESTRE et al., 2009).

A transferéncia do soluto entre a fase organica e a fase aquosa pode ser
favorecida pela adicdo de agentes que permitam a separacdo de fases ou
mesmo por meio de rea¢des quimicas, como a complexacédo (BARRETO, 2007),
gue aumentara ou reduzira sua solubilidade na fase aquosa, tornando possivel

a sua separacao por esta técnica.

Varios critérios devem ser observados antes de proceder a uma extracao
liquido-liquido, dentre eles a escolha de solvente ou co-solventes, pH do sistema,
tempo de extracdo, intensidade de agitacdo e numero de extracbes (PENA-
PEREIRA; LAVILLA; BENDICHO, 2009). A escolha do solvente apropriado deve

levar em consideracdo a seletividade e a solubilidade do solvente, a
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recuperabilidade, o coeficiente de distribuicdo (Kp), a densidade, a tensao
interfacial e a toxicidade do solvente (MACHADO, 2007).

A LLE e, como veremos a seguir, a extracdo em fase sélida, fornecem
extratos mais limpos, com menos interferentes da matriz, do que a remocéao de
proteinas, uma vez que esta Ultima concentra-se unicamente na remocéo de
conteddos proteicos e ndo em moléculas similares ao analito que possam
interferir na andlise (TANG; WENG, 2013).

Entretanto, a LLE apresenta algumas limitacbes como formacdo de
emulséo, uso de grandes volumes de amostra, uso de solventes toxicos e com
alta grau de pureza, baixas recuperacoes, baixa seletividade e exposicdo do
analista aos solventes (PENA-PEREIRA; LAVILLA; BENDICHO, 2009).

Sao encontrados na literatura alguns trabalhos onde a extracéo liquido-
liquido foi utilizada na etapa de preparo de amostras para a determinacao de
benznidazol. Como exemplos pode-se citar os trabalhos de Marsén et al. (2013)
e Martinez et al. (2015), que empregaram LLE para extracdo de benznidazol em
amostras de urina, utilizando diclorometano como solvente extrator. Marson et
al. realizaram a extracdo liquido-liquido apdOs precipitacdo de proteinas com
acido tricloroacético (TCA). Da Silva et al. (2012) utilizaram éter etilico como
solvente extrator em LLE convencional na extracdo de benznidazol em plasma
humano. Ja Leonardi; Bombardiere; Salomon (2013) utilizaram a técnica de
extracdo liquido-liquido com acetonitrila e dimetilsulféxido (DMSO), com
incubacdo em A&cido tricloroacético, para extracdo de benznidazol, em
formulagbes com ciclodextrinas, em plasma de ratos. Morilla et al. (2003)
utilizaram o mesmo método que Leonardi, porém para analise de formulacdes
lipossomais. Bedor et al. (2018) utilizaram a combina¢éo de duas técnicas, sendo
elas, a mancha de sangue seco (dried blood spot), seguida de extracéo liquido-
liquido convencional com 1% de acido formico em diclorometano, para a analise
de benznidazol em plasma humano. Marson et al. (2020) também utilizaram a
extracdo liquido-liquido para extracdo de benznidazol em urina, porém apos a
etapa de extragdo enzimatica com [B-glucuronidase e desproteinizacdo com

acido tricloroacético. A LLE neste caso foi realizada com diclorometano e sulfato
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de sdodio anidro. Como ultimo exemplo, cita-se o trabalho desenvolvido por
Bulffer, Castro, Fanelli (2011), que utilizaram um dispositivo denominado Extrelut
da empresa Merck, que consiste em uma coluna utilizada para simplificar
extragbes liquido-liquido, de maneira a substituir os funis de separacgéo.
Empregando este dispositivo, com diclorometano como solvente extrator, eles
extrairam benznidazol em plasma de ratos, em que foram administrados o

farmaco em uma suspensdo com carboximetilcelulose.

A fim de diminuir o uso e descarte dos solventes toxicos, tornando a
técnica mais sustentavel, e também para obter recuperacdes mais elevadas,
surgiram técnicas miniaturizadas da LLE, que reduziram drasticamente os
volumes de solvente e amostra utilizados. As principais técnicas miniaturizadas
sdo: microextracdo de gota Unica (SDME, do inglés single-drop microextraction),
microextracao em fase liquida com fibra oca (HF-LPME, do inglés liquid phase
microextraction with hollow fiber) e a microextracdo liquido-liquido dispersiva
(DLLME, do inglés dispersive liquid-liquid microextraction) (PENA-PEREIRA;
LAVILLA; BENDICHO, 2009).

A SDME é uma técnica que se baseia no poder de extracdo de uma gota
de solvente, que é exposta a solucdo amostra, seja por uma pequena fase
organica de menor densidade que a fase agquosa ou por extracdo no headspace,
se os analitos apresentarem volatilidade suficiente (PENA-PEREIRA; LAVILLA;
BENDICHO, 2009).

Na HF-LPME utiliza-se uma fibra oca feita de material hidrofébico, que
protege e expde uma quantidade de solvente organico a amostra. O solvente
organico € imobilizado nos poros da fibra oca, local onde ocorre efetivamente a
extracdo (PENA-PEREIRA; LAVILLA; BENDICHO, 2009).

A DLLME, além de utilizar quantidades menores de solvente organico e
amostra, também utiliza um solvente dispersivo, que deve ser miscivel em
ambas as fases. Dessa forma, pequenas goticulas do solvente extrator sao
carreadas para a fase aquosa, pelo solvente dispersivo, aumentando a superficie
de contato, bem como a eficiéncia de extracdo (PENA-PEREIRA; LAVILLA;
BENDICHO, 2009).
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Padr6 et al. (2013) utilizaram a DLLME com liquidos iénicos para extracao
de benznidazol em plasma humano, utilizando metanol como solvente dispersivo
e cloreto de potassio para aumentar a eficiéncia de extracdo, obtendo
recuperacdo de 97,6 %. A utilizacdo de liquidos i6nicos na técnica de DLLME
permite a substituicdo de solvente extratores clorados por estes liquidos, que
apresentam baixa volatilidade, baixa toxicidade e estabilidade térmica
(MOREIRA; YOKOYA; GAITANI, 2014).

Apesar de ser uma técnica amplamente utilizada, o consumo de solventes
na extracao liquido-liquido gera grande impacto ambiental, além de preocupacéo
com a exposicdo do analista a tais solventes. Desta forma, uma alternativa a esta

técnica é a extracdo em fase soélida, discutida a seguir.

2.3.3 Extracdo em Fase Sélida convencional

A técnica denominada extracao em fase soélida foi inspirada na tecnologia
empregada na cromatografia liquida, na qual se utiliza uma fase estacionaria
para promover a separacado de compostos e uma fase moével que carreia o analito
(LI; RIVORY; CLARKE, 2006).

O procedimento do preparo de amostra pela técnica de extracdo em fase
sélida (SPE, do inglés solid-phase extraction) consiste em quatro etapas:
condicionamento, aplicacdo da amostra, remocéo de interferentes e eluicéo,

como mostrado na Figura 6 a seguir:
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Figura 6 — Procedimento padréo da técnica de Extracdo em Fase

Sélida (SPE).
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Fonte: Caldas et al. (2011)

A etapa de condicionamento visa ativar e preparar o sorvente para receber
a amostra. Para tanto, um solvente apropriado € aplicado no cartucho (CHEN et
al., 2009). Esse solvente é posteriormente removido pela aplicacdo de um outro
solvente, que seja similar & amostra. Em métodos bioanaliticos, por exemplo,

agua purificada é utilizada de modo a mimetizar a amostra bioldgica.

Em seguida, é realizada a etapa de aplicacdo da amostra, na qual uma
quantidade determinada pelo analista como melhor condicao, é aplicada sobre
o cartucho. Durante a passagem da amostra, 0s compostos com afinidade pelo
sorvente sao retidos e aqueles que nao apresentam nenhuma afinidade pela fase
sélida passam diretamente pelo cartucho, ja iniciando a separacdo de

interferentes.

Posteriormente, os interferentes sdo removidos em uma etapa, chamada
de lavagem (clean-up), pela aplicacdo de solventes fracos, que apresente
afinidade pelos interferentes e que sejam capazes de elui-los da fase sélida, sem

dessorver o(s) analito(s) de interesse (CHEN et al., 2009).
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Por fim, os analitos de interesse sdo dessorvidos por um solvente mais
forte na etapa de eluicdo (CHEN et al., 2009). O solvente escolhido para esta
etapa deve possuir afinidade grande o suficiente pelo(s) analito(s) de interesse
para que ele(s) tenha(m) preferéncia pela fase liquida (solvente extrator) a fase
sélida (sorvente). O eluato é entédo recolhido e pode ser injetado em sistema

cromatografico, ou mesmo ser evaporado e reconstituido em fase movel.

O principio que rege a SPE € bastante similar ao principio de separacéao
cromatografica. O analito entra pelo cartucho a partir da aplicacdo da solucao
amostra e interage com o sorvente na fase sélida, chamada estacionaria, e com
0 solvente da amostra. As interacdes sao regidas pelas forcas intermoleculares
de van der Waals, dipolo-dipolo, ligagdes de hidrogénio ou ligagbes idnicas, de
acordo com os grupos funcionais presentes no analito, no sorvente e no solvente
gue carreia a amostra (LI; RIVORY; CLARKE, 2006).

O mecanismo de interacédo do analito pode ser por particdo ou adsorcao.
A particdo ocorre quando o analito penetra os poros do sorvente, se
particionando na fase solida, interagindo com esta por diversos pontos ou grupos
funcionais presentes em sua estrutura. A adsor¢cdo ocorre quando o analito
interage somente superficialmente com a fase sélida, em poucos pontos de sua
molécula (DORSEY:; DILL, 1989).

Os sorventes mais tradicionais, geralmente a base de silica, polimeros ou
resina, estao disponiveis em cartuchos, como o da Figura 7. Suas aplicactes
vao desde analises de farmacos e metabdlitos, a compostos ibnicos e de alta
polaridade, dificeis de extrair por LLE, por exemplo (LI; RIVORY; CLARKE,
2006).

O cartucho, feito de polipropileno, contém o sorvente empacotado e frits
em suas duas extremidades. Os frits sdo discos de polietileno, de pequeno
diametro, que impedem a passagem do material sélido para a solucao,

imobilizando-os para uma extragdo mais efetiva.
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Figura 7 — Dispositivos utilizados em SPE convencional.
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Fonte: Adaptado de Thurman; Snavely (2000).

Os cartuchos de SPE disponiveis comercialmente apresentam diferentes
tamanhos e formatos, com diferentes quantidades de materiais sorventes
empacotados, cabendo ao analista a decisdo da melhor escolha para sua

amostra.

Outro formato de SPE disponivel sdo discos, que surgiram como
alternativa aos cartuchos, em analises onde é necessario isolar e pré-concentrar
analitos de amostras ambientais de alto volume. O procedimento e principio sdo
0s mesmos do cartucho, o que muda € o tipo de empacotamento do sorvente e
a estrutura das particulas, cujos tamanhos sdo bem menores do que as
particulas do cartucho; enquanto o diametro das particulas no disco é de 8 um,
no cartucho, o diametro € de 40 um (PLOTKA-WASYLKA et al., 2016).

Outro formato de SPE utilizado séo pontas de pipeta, no qual o sorvente
€ empacotado na ponta de ponteiras de plastico. Os analitos s&o extraidos por
meio de sucessivas aspiracdes e ejecOes da amostra, seja em ponteiras usuais
ou multicanais. Este formato apresenta as vantagens de utilizar pequenas
guantidades de material sorvente e, portanto, de menor volume de solvente, o
que diminui o custo da técnica. Além disso, ndo necessita etapa de evaporacao

e reconstituicdo do solvente e pode ser aplicado diretamente no sistema
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cromatografico ou no espectrometro de massas (PLOTKA-WASYLKA et al.,
2016).

Uma alternativa mais recente, com vistas a automacéao, sdo as placas
multi-pocos de SPE, com apresentacdes de 96, 384 e 1536 pocos. Cada poco
possui cartuchos de SPE de 0,65 a 2,5 mL, com até 200 mg de material sorvente.
O material sorvente pode ser fracamente empacotado ou incorporado a um
disco. Tais placas podem apresentar os cartuchos de SPE fixos ou flexiveis. As
placas fixas possuem volume e massa de sorvente definidos e iguais para todas
as placas. Entretanto, o fluxo, o volume e a massa entre 0s po¢os apresentam
alta variabilidade, além de pouca durabilidade, o que aumenta o custo da técnica.
Ja nas placas flexiveis, as colunas de sorvente sdo removiveis, o que facilita a
intercambialidade entre volumes e massas diferentes (PLOTKA-WASYLKA et
al., 2016).

Existe uma grande variedade de materiais sorventes e sua escolha
depende do analito que se deseja extrair e suas propriedades fisico-quimicas
(LI; RIVORY; CLARKE, 2006). Assim como colunas cromatogréficas, existem
hoje no mercado sorventes com maior ou menor polaridade, materiais de troca
iOnica, materiais de acesso restrito, monolitos, imunosorventes, materiais
poliméricos, grafenos, dentre outros (CHEN et al., 2009). A maioria destes
sorventes esta disponivel comercialmente, enquanto outros, por serem mais
exclusivos, ainda permanecem feitos em laboratérios, em pequena escala. Na
Tabela 2, encontram-se alguns dos principais sorventes aplicados aos diferentes

tipos de matrizes:
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Tabela 2 — Exemplos de sorventes utilizados em SPE e suas

aplicacdes nos tipos matrizes

Modo Sorvente Matriz/Amostra
C18, C8, C6, C4, C2, PH,
N&o polar Aquosa
CH, CN
Polar CN, Si, NH, 20H N&o polar
Troca catibnica SCX, PRS, DEA Aquosa
Troca anibnica SAX, NHz, PSA, DEA Aquosa
, C8 + SCX, C8 + SAX,
Modo misto _ Aquosa
Oasis HLB

Legenda: CBA — acido carboxilico (WCX); DEA - dietilaminopropril; NH2, — aminopropil;
Oasis HLB - poli(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona); PH - fenil;, PRS - A4&cido
propilsulfénico (SCX —forte troca catidnica); PSA —amina primaria/secundéria; SAX —forte
trocaibnica.

Fonte: Adaptado de Li; Rivory; Clarke (2006).

As separacdes por modos e fase estacionaria apolares séo aplicaveis a
compostos lipofilicos, nos quais predominam as interacdes hidrofébicas do tipo
van der Waals. Os sorventes mais comuns sdo o octadecilsilano, também
conhecido como C18, e o octacil, conhecido como C8 (CHEN et al., 2009).
Existem também cartuchos com C18 capeados (end-capped), utilizados para
diminuir ou extinguir a carga de grupos silandis residuais, que pode afetar a
eficiéncia de separacdo. Copolimeros de poliestireno com divinilbenzeno
também séo utilizados em separacdes de compostos apolares, como alternativa
aos sorventes a base de silica que s@o susceptiveis a variacdo de pH. Além
disso, essa resina polimérica apresenta maior hidrofobicidade, aumentando a
interacdo e, consequentemente, a separacdo dos analitos lipofilicos (LlI;
RIVORY; CLARKE, 2006).

Os sorventes utilizados no modo de extracdo polar interagem com 0s
grupos funcionais dos analitos principalmente por ligagcdes de hidrogénio ou
interacOes dipolo-dipolo. Nos sorventes, 0s principais grupos responsaveis por

essas interacbes sdo 0s grupos silanois da silica, grupos amino, diol e
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cianopropil. E importante se atentar para o pH nesse tipo de extracdo, uma vez
gque 0S grupos ionizaveis podem fornecer menor ou maior interacdo se
carregados, implicando em diferentes valores de recuperagcao. Para aumentar a
adsorcdo dos analitos na fase polar, é necessario que o solvente carreador da
amostra tenha natureza apolar, o que complica analises de amostras biologicas
aguosas, como plasma e urina, sendo necessaria uma etapa prévia de extracao
liquido-liquido (LI; RIVORY; CLARKE, 2006).

Sorventes de troca i6nica sédo aplicaveis a analitos polares, que tenham
grupos ionizaveis em sua molécula, e a separacao ocorre por meio de interacdes
ibnicas. Para esse modo de extracdo, é importante considerar o pKa dos analitos
de interesse, bem como o pH do meio, que pode facilitar ou impedir a ionizacao
dos grupos funcionais. Os principais sorventes anidnicos sao aminas
quartenarias e aminopropil, enquanto 0s principais catiénicos sdo acidos
sulfénicos ou carboxilicos (LI; RIVORY; CLARKE, 2006). Chen et al (2009)
relatou alta porosidade e alta permeabilidade destes materiais sorventes,
apresentando alta eficiéncia de separacdo e bom uso para extracbes em fase

sélida on-line.

Materiais ndo convencionais tém recebido atencdo nos ultimos anos e
demonstrado serem Uteis como sorventes em extracdo em fase solida. Li et al
(2015) utilizaram dendrimeros ligados a particulas de silica mesoporosa em
modo misto para troca anibnica para andlises de farmacos em urina, obtendo
boa recuperacdo e reprodutibilidade (PLOTKA-WASYLKA et al.,, 2016). Os
dendrimeros sdo macromoléculas poliméricas e esféricas, altamente
funcionalizadas, usadas principalmente em drug-delivery, mas também com
aplicacdoes em SPE (PLOTKA-WASYLKA et al., 2016).

Nanotubos de carbono com uma ou mudltiplas paredes também séo
utilizados como sorventes em SPE, para adsorcéo de metais idbnicos, compostos

organicos e organometalicos (CHEN et al., 2009).

Nanoparticulas magnéticas tém sido empregadas como sorventes em
SPE, para andlise de tracos de metais, separacdo de células e isolamento de
proteinas (PLOTKA-WASYLKA et al., 2016), bem como analises ambientais,
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alimenticias, de farmacos e extracdo de biomoléculas (WIERUCKA; BIZIUK,
2014). Como exemplo, tem-se o trabalho desenvolvido em nosso grupo
utilizando nanoparticulas de silica mesoporosa recobertas com Fe3Os como
sorvente para extragdo em fase solida magnética para analise de farmacos
antidiabéticos em plasma humano (DE SOUZA et al., 2014). A fase solida
magneética € colocada em contato com os analitos de interesse por meio de
solucdo ou suspensdo, e o material sdlido, adsorvido com os analitos, sdo
separados da solugdo por um campo magnético externo. As nanoparticulas
magnéticas apresentam menor tempo de execucdo na etapa de preparo de
amostra, maior superficie de contato, maior capacidade de sorcdo e maior
seletividade (PLOTKA-WASYLKA et al., 2016).

Existem também sorventes de materiais de acesso restrito (RAM, do
inglés restricted access material), para exclusdo de macromoléculas, a partir do
principio de exclusdo por tamanho. Dessa forma, somente pequenas moléculas
sdo capazes de infiltrar nos poros e interagir com a fase soélida, enquanto
macromoléculas sdo lavadas com solvente. Sorventes RAM apresentam a
vantagem de serem duradouros, podendo ser utilizados por até 2000 vezes.
Entretanto, essa durabilidade vem com um alto custo (CHEN et al., 2009). Nosso
grupo de pesquisa ja desenvolveu trabalho com colunas RAM comerciais e
preparadas no préprio laboratoério para a andlise de estatinas em plasma humano
(FAGUNDES et al., 2014).

Imunossorventes apresentam uma alternativa com alta seletividade, uma
vez que seu mecanismo de chave-fechadura é restrito ao encaixe somente do
seu substrato ou substancias analogas quimicamente. Os imunossorventes sédo
anticorpos ligados a silica usual e empacotados como sorventes de SPE. Os
anticorpos de baixo peso molecular apresentam menor seletividade do que os
de maiores pesos, podendo extrair moléculas semelhantes ao substrato, o que
€ chamado de reatividade cruzada. Essa caracteristica esta sendo explorada e
utilizada para extrair substancias estruturalmente relacionadas (CHEN et al.,
2009).
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Contudo, os imunossorventes apresentam baixa estabilidade fisico-
quimica e térmica, além de dificuldade de obtencdo. Como alternativa a estes
materiais, surgiram os polimeros molecularmente impressos (MIP, do inglés
Molecularly Imprinted Polymers), cujo esquema do processo produtivo €

apresentado abaixo na Figura 8.

Figura 8 — Esquema de sintese dos Polimeros Molecularmente
Impressos (MIPs).
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Sitios de ligagiio do
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Reagente de ligagio
cruzada
Iniciador lPoumerlzncio

Analito ( molécula molde ) radicalar

Extragiio do analito

Polimero com cavidade seletiva

Fonte: Tarley; Sotomayor; Kubota (2005).

Os MIPs séo sintetizados a partir de uma molécula molde, que geralmente
€ 0 analito. Os mondmeros sdo escolhidos de forma a interagirem com o maior
namero de grupos funcionais do analito e, entdo, é adicionado um agente de
ligacdo cruzada (crosslinker) e o iniciador radicalar para que a sintese do
polimero acontegca em volta da molécula molde e suas ligacdes com o
mondémero. Por fim, a molécula molde é retirada por um solvente porogénio,
resultando em um polimero com cavidade seletiva para aquele analito, na
mesma forma, tamanho e sitios de ligacdo que a molécula de interesse
(TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

Dessa forma, obtém-se um material fisico, quimico e termicamente mais
estavel que os imunossorventes, mantendo a seletividade do material, através
do reconhecimento chave-fechadura, além de menor custo. O uso em SPE &

chamado MISPE, extracdo em fase solida molecularmente impressa (do inglés,
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Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction), e apresenta aplicagcao para uma
gama de analitos, obtendo bons resultados de recuperacdo para analitos em

baixas concentracdes ou matrizes muito complexas (CHEN et al., 2009).

Recentemente, dois métodos empregando MISPE para determinacédo de
lumefantrina e gliclazida foram desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa,
demonstrando a seletividade destes materiais (DA SILVA et al., 2018;
VASCONCELOS et al., 2020).

Em relacdo as técnicas de remocao de proteinas e extracao liquido-
liquido, a SPE apresenta as vantagens de utilizar menor quantidade de solvente,
0 que implica maior sustentabilidade, maior facilidade de automacgéo, auséncia
de emulsBes, pouco manuseio da amostra, menor custo de méo de obra e menor
tempo de andlise, além de obtencéo de extratos mais limpos e andlise de tracos

enriquecidos.

2.3.4 Extracdo em Fase Solida miniaturizada

Assim como a extracdo liquido-liquido, técnicas miniaturizadas de SPE
foram desenvolvidas objetivando o menor uso de solventes e amostra, rapidez
na analise, uso de menores quantidade de sorventes e maior pré-concentracao
do analito. As principais técnicas miniaturizadas em SPE s&o a microextracao
em fase sdlida (SPME, do inglés Solid-Phase Microextraction), extracao sortiva
por barra magnética (SBSE, do inglés Stir Bar Sorptive Extraction) e
microextracdo por sorvente empacotado (MEPS, do inglés Microextraction by
Packed Sorbent).

A SPME utiliza uma seringa com uma fibra (Figura 9), geralmente de
silica fundida, que é recoberta por um material adsorvente, onde ocorrera a
extracdo do analito. Pode-se mergulhar a seringa diretamente na amostra, para
extracdo dos analitos, o que & chamado de DI-SPME (direct immersion — SPME),
ou expor a fibra sortiva no headspace para extracdo de analitos volateis e de
baixo peso molecular, a chamada HS-SPME (headspace-SPME). A SPME
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apresenta a vantagem de dessorver o uso de solvente extrator e realizar a
amostragem e pré-concentracdo em uma uUnica etapa. Dessa forma, pode-se
dispensar o analito retido na fase solida diretamente no instrumento analitico.
Entretanto, apresenta desvantagens como baixa recuperacdo do analito, rdpida
deterioracdo da fibra e impossibilidade de uso de solventes organicos (ABDEL-
REHIM, 2004).

Diversos materiais sorventes sdo utilizados para recobrir a fibra, sendo os
polimeros os mais utilizados; mas também sao empregados fio de aco
inoxidavel, sol-gel, MIPs e liquidos i6nicos. As fibras disponiveis comercialmente
abrangem uma série de compostos, mas possuem baixa estabilidade quimica,
térmica e mecéanica (LUIZ; MACIEL; LANCAS, 2015). Uma alternativa é a técnica
in-tube SPME, no qual o material extrator (sorvente) é colocado dentro de um
tubo capilar, que pode ser acoplado na agulha de injecdo do cromatégrafo, por
exemplo (LI; RIVORY; CLARKE, 2006).

Figura 9 — Dispositivos usados na Microextragcdo em Fase Solida

(SPME) e na Extracédo Sortiva por Barra Magnética (SBSE).
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Fonte: Adaptado de Luiz; Maciel; Lanc¢as (2015) e Liu et al. (2020).

Uma outra abordagem para a SPME é a microextracdo em fase solida
dispersiva (D-uSPE), na qual o material sorvente é dispersado na solugdo
amostra, em pequenas quantidades, aumentando a superficie de contato e

realizando uma extracdo em bulk. Ao final, os analitos sédo dessorvidos por um



48

solvente, como em uma SPE convencional (CHISVERT; CARDENAS; LUCENA,
2019).

A SBSE é realizada, como o proprio home sugere, em uma barra
magnética. Esta barra magnética é recoberta por material sorvente, geralmente
polidimetilsiloxano (PDMS), e pode ser utilizada por imersao na solu¢gdo amostra
ou mesmo no headspace, se 0 analito apresentar volatilidade alta o suficiente
para extracdo. Analitos com baixa polaridade apresentam melhor interacéo e
sorcdo com o PDMS. A SBSE apresenta as vantagens de utilizar maior
quantidade de material sorvente e maior superficie de contato. Os analitos
podem ser dessorvidos por solvente ou por calor - para aplicagbes em
cromatografia gasosa (LUIZ; MACIEL; LANCAS, 2015).

A técnica MEPS, empregada neste estudo, utiliza quantidades bem
pequenas de material sorvente (de 1 a 2 mg), que € colocado dentro de uma
seringa. A amostra é aspirada e ejetada algumas vezes para a extracdo dos
analitos de interesse. Diversos sorventes podem ser utilizados nesta técnica,
desde os mais comuns, como C8, C18 e silica, até os mais modernos, como 0s
polimeros molecularmente impressos (LUIZ; MACIEL; LANCAS, 2015). Esta
técnica sera melhor detalhada na sec¢éo a seguir.

2.3.5 Microextracdo por Sorvente Empacotado (MEPS)

A miniaturariza¢do da técnica de Extracdo em Fase Solida denominada
Microextragdo por Sorvente Empacotado (MEPS) consiste na redugcdo da
guantidade de material sorvente para 1 a 2 mg, empacotado em um cartucho
gue é acoplado a uma seringa de 100 a 250 pyL. O cartucho e a seringa que
compdem a extracao por MEPS esta apresentado na Figura 10, assim como um
esquema do interior do cartucho.
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Figura 10 — Cartucho e Seringa MEPS.
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Fonte: Adaptado de Abdel-Rehim (2010).

Os cartuchos disponiveis comercialmente sdo produzidos com o0s
sorventes comumente usados em SPE e em colunas cromatogréficas, como
silica, silica modificada com C18 ou C8, troca idnica ou com fases mistas. Em
uma escala menor, produzidas principalmente no meio académico, também
utilizam-se resinas poliméricas, MIPs, nanotubos de carbono, dentre outros
materiais. O cartucho, cuja constituicdo € semelhante ao cartucho de SPE
convencional, possui dois frits (na entrada e saida do cartucho) para impedir a
passagem da fase sélida para a seringa, além de um anel de selagem,
popularmente chamado de O-ring, para que ndo haja perda de material na

juncao.

O acoplamento do cartucho a seringa é facilmente realizado. Além disso,
a seringa permite a injecdo diretamente no sistema cromatografico, podendo
funcionar em modo on-line ou off-line (MOEIN; ABDEL-REHIM; ABDEL-REHIM,
2015). Comercialmente, ja existem disponiveis seringas de 100 pL, 250 pL e 500

pL, além de dispositivos semi-automaticos ou completamente automatizados.
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Além da possbilidade de automacéao, a preparacao de amostra com MEPS
permite a pré-concentracdo do analito de interesse em pequenos volumes (de
10 a 100 pL), controlando-se a vazéo de fluxo (MOEIN; ABDEL-REHIM; ABDEL-
REHIM, 2015), o que favorece o aumento da recuperagao do analito e maior

detectabilidade do método.

O procedimento utilizado em MEPS é similar ao procedimento utilizado
em SPE, porém reduzindo-se o volume e sem a necessidade de sistema de
vacuo para passagem da amostra. O esquema apresentado na Figura 11

demonstra o procedimento empregado na MEPS.

Figura 11 — Procedimento da Microextracdo por Sorvente

Empacotado.
Passo 2:
Passo 1: Carregamento da Passo 3: Passo 4:
Condicionamento Amostra Lavagem Eluicao
Fase solida
(estacionaria)
Xk
* *
ko X X

Fonte: Adaptado de Yang; Said; Abdel-Rehim (2017).

Semelhantemente a SPE, o cartucho da MEPS deve ser inicialmente
condicionado para ativacdo do sorvente. A etapa de condicionamento €
realizada, geralmente, com a aplicagdo de um solvente organico, usualmente,
metanol. Devido a incompatilibilidade das amostras biolégicas com solventes
organicos, além da redugéo que estes solventes podem causar na recuperacao

do analito, pois competem com a fase estacionaria, € realizada uma lavagem do
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solvente condicionante com agua ou algum solvente mais parecido com a

amostra.

Em seguida, procede-se a aplicacdo da amostra que ira interagir com a
fase estacionaria presente no cartucho. Esta fase estacionaria pode ser de fase
normal, fase reversa, troca ibnica, mista ou mesmo imunossorventes, Polimeros
Molecularmente Impressos (MIPs), poliestireno-divinilbenzeno ou carbono
grafitizado (YANG; SAID; ABDEL-REHIM, 2017). O tamanho médio de particula
dos sorventes em MEPS é de 30 a 50 um (MOEIN; ABDEL-REHIM; ABDEL-
REHIM, 2015). A Figura 12 apresenta as estruturas dos diferentes materiais

sorventes utilizados em MEPS.

Figura 12 — Estruturas dos sorventes mais comumente utilizados

em MEPS.
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Legenda: APS — aminopropil siloxano; C2 - etil; C8 - octil; C18 - octadecil; HDVB -
poliestireno divinilbenzeno altamente reticulado (Highly cross-linked polystyrene
DiVinylBenzene); MIP — Polimero Molecularmente Impresso; SAX — troca anidnica forte
(Strong Anion Exchange); SDVB - poliestireno divinilbenzeno.

Fonte: Adaptado de Yang; Said; Abdel-Rehim (2017).

E importante salientar que amostras bioldgicas muito viscosas ou

concentradas podem requerer um tratamento prévio a fim de evitar a saturacdo
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do cartucho por componentes concentrados na matriz, diminuindo seu tempo de
vida util, bem como a eficiéncia do cartucho. Este tratamento pode ser uma
diluicdo, uma precipitacdo de proteinas, centrifugagéo, filtragdo, dentre outros
(MOEIN; ABDEL-REHIM; ABDEL-REHIM, 2015). No caso de diluicdo, Moein;
Abdel-Rehim; Abdel-Rehim (2015) sugerem uma diluicdo de pelo menos 1:4 em
amostras de plasma e urina e pelo menos 20 vezes em caso de amostra de

sangue total.

A amostra € entdo aspirada e ejetada pela seringa, em volume
previamente definido pelo analista, para permitir que o analito de interesse,
adsorva ou particione na fase estacionaria do cartucho, segundo a sua afinidade.
Diferentemente da SPE, na MEPS a amostra € aspirada e ejetada diversas
vezes, para maximizar a retencdo do analito, enquanto na SPE a amostra é
aplicada em uma Unica direcdo (YANG; SAID; ABDEL-REHIM, 2017). Moein;
Abdel-Rehim; Abdel-Rehim (2015) relatam a possibilidade de extracdo por
MEPS reaplicando a mesma amostra diversas vezes ou aplicando e descartando

as aliguotas para otimizacéo.

Contudo, interferentes de polaridade parecida ou mesmo diferentes
podem também ficar retidos no cartucho. Portanto, é necessaria uma etapa de
lavagem com a utilizacdo de um solvente fraco, que dessorva os interferentes,
sem dessorver o analito de interesse. ApOs a etapa de lavagem, o analito é entéo
dessorvido, com solvente adequado a sua polaridade e que favoreca a sua
migracdo da fase estaciondria para a fase movel, que neste caso € o solvente

de dessorcéo.

A reducéo da quantidade de amostra aplicada, bem como do volume de
solventes, associada a propria técnica de MEPS, permite a obtencédo de extratos
mais limpos, além da pré-concentracdo do analito. Abdel-Rehim (2010), em seu
estudo sobre preparo de amostras, fez um comparativo entre as técnicas de
precipitacdo de proteinas (PPT), extracdo liquido-liquido (LLE) e MEPS,
analisando uma amostra branco de sangue humano, utilizando cartucho C18 e
espectrometria de massas por ionizacdo electronspray. O autor observou que o

cromatograma do extrato obtido por meio do MEPS apresentou-se mais limpo
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gue o extrato obtido por LLE que, por sua vez, apresentou-se mais limpo que o
extrato obtido por PPT. Ele relata que a PPT eliminou grande parte de ions
fosfolipideos, mas a LLE conseguiu reduzir ainda mais. A técnica de MEPS, além
de reduzir a concentracao de fosfolipideos, ainda reduziu o ruido na andlise por
espectrometria de massas. Os cromatogramas obtidos nas trés técnicas estao

apresentados na Figura 13.

Figura 13 — Cromatogramas de amostra branco de sangue humano
obtidos pelas técnicas de PPT, LLE e MEPS.
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Fonte: Rehim (2010).

Moein; Abdel-Rehim; Abdel-Rehim (2015) relatam que o cartucho pode
ser reutilizado até 100 vezes sem perda de performance, se utilizadas amostras
de plasma centrifugadas. Para amostras de plasma obtidas sem centrifugacao,
seu uso pode durar até 50 extracBes. E importante também observar o pH da
amostra para evitar a deterioracéo do cartucho, principalmente daqueles a base
de silica. Entretanto, para manutencéo e durabilidade do cartucho, assim como
evitar efeitos residuais (os chamados carry-over), ap0s cada amostra
processada é necessaria a realizacdo de uma etapa de lavagem que, segundo
os desenvolvedores dos cartuchos comerciais, deve ser aplicada de 3 a 4 vezes
agua para completa eliminacdo de residuos polares e 4 a 5 vezes do solvente

organico adequado para remoc¢ao do analito.
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A melhor condicédo de extracdo por MEPS depende da matriz analisada,
da seletividade do sorvente, assim como da afinidade do analito pela fase
estacionaria. Moein; Abdel-Rehim; Abdel-Rehim (2015) salientam que a melhor
condicao ndo necessariamente € aquela que apresenta maior recuperagcédo, mas
sim a que apresenta extratos mais limpos e, consequentemente, menor

interferéncia.

As principais vantagens obtidas pelo preparo de amostra por meio da
MEPS sdo: ampla aplicacdo de analitos e matrizes; menor quantidade de
material sorvente; menor volume de solventes organicos, gerando maior
sustentabilidade; reutilizacdo dos cartuchos, o que leva a menor custo; e
eliminacdo da etapa de pré-concentracdo, uma vez que a dessorcao em
pequenos volumes ja garante a concentracdo do analito (MOEIN; ABDEL-
REHIM; ABDEL-REHIM, 2015).

Entretanto, a MEPS também apresenta algumas desvantagens como
facilidade de obstrucdo por entupimento por amostras viscosas ou muito
concentradas. A aplicacdo de amostras de grande volume também nado €
vantajosa, pois seria necessario a aplicacdo da mesma amostra diversas vezes
para extracdo de todo o volume (MOEIN; ABDEL-REHIM; ABDEL-REHIM,
2015). Ademais, como a quantidade de sorvente € reduzida, geralmente a
recuperacao obtida € baixa, quando comparada com aquela obtida com a SPE

convencional.

A MEPS tem sido empregada com sucesso na analise de farmacos em
matrizes biologicas. Na literatura sdo encontrados muitos trabalhos onde essa
técnica € empregada. Em nosso grupo de pesquisa, Viana et al. (2014)
realizaram a extracdo simultanea de farmacos da classe das sulfonilureias
empregando MEPS. Mais recentemente, em 2014, foi desenvolvido e validado
método para determinacdo de Ilumefantirna e seu metabdlito desbutil-
lumefantrina em amostras de plasma humano (SIQUEIRA, FERNANDES e
CESAR, 2020). Apesar da grande aplicacdo de MEPS na area farmacéutica,

para andalise de farmacos, drogas de abuso, biomarcadores e novos farmacos
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(PEREIRA et al., 2019), ainda ndo ha estudos utilizando a Microextracdo por

Sorvente Empacotado como preparo de amostra para analise de benznidazol.

2.4 Métodos analiticos para a determinagcdo de benznidazol em amostras

biol6gicas

Na literatura, sdo encontrados alguns métodos para a determinacéo de
benznidazol em amostras biolégicas. Na Tabela 3, sdo apresentados o0s
métodos encontrados nas bases de dados Science Direct, Scielo e Google
Académico, no periodo de 1984 a 2020, destacando-se as técnicas de preparo
de amostras, separacédo e deteccdo empregados, bem como as recuperacdes
obtidas.



Tabela 3 — Métodos encontrados na literatura para determinacéo de benznidazol.

56

Amostra Preparo de Volume de Padréo Seperacéo/ Limite de Recuperacéo
Autor o Solvente . o
Bioldgica amostra Amostra Interno Deteccéo Quantificacéo do BZN
. 1-(2-
Urina, sangue o
. nitroimidazol-1-
WORKMAN et al. e tecidos de PPT e .
. ] . MeOH NR i)-3- HPLC/UV 0,2 pg/mL NR
(1984) ratos, cdes e  ultrafil-tracdo o
etoxipropan-2-
ovelhas
ol
ACN:DMSO 94% sangue
Plasma,
(LDe 86% plasma
MORILLA et al. sangue e ) 5 .
_ PPT incubagéo com 200 pL NR HPLC/UV 0,75 pg/mL 97% figado
(2003) tecidos de
de TCA 10% 70% bacgo
ratos
(p/v) 90% pulmodes
BULFFER; LLE em
Sangue
CASTRO; FANE coluna DCM 1mL NR HPLC/UV 0,5 pg/mL 94%
humano
(2011) Extrelut®
GUERRERO et al. Plasma
PPT TCAO0,3M 150 pL Benzocaina HPLC/UV 1,6 png/mL 98,73%
(2011) humano
DA SILVA et al. Plasma de LLE e o )
) Etil-éter 300 pL Diazepam HPLC/UV 0,5 pug/mL 92,46%
(2012) ratos filtracdo
LEONARDI; ACN:DMSO
Plasma de
BOMBARDIERE; . PPT a1 e 200 pL NR HPLC/UV NR NR
ratos

SALOMON (2013)

incubagéo com
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de TCA 10%
(pV)
MARSON et al. )
(2013) Leite materno PPT TCA 30% viv 1000 pL NR HPLC/UV 0,9 pg/mL 70%
TCA 30% pl/v
, Plasma PPT
MARSON et al. (PPT) 89% (PPT) e
humano e (plasma) e 2mL NR HPLC/UV 0,32 pg/mL
(2013) _ _ TCA 30% plv e 70% (LLE)
urina LLE (urina)
DCM (LLE)
. TCA 30% (v/v)
PADRO et al. Plasma PPT e IL-
e MeOH e KCI 1mL NR HPLC/UV 0,1 pg/mL 78,9%
(2013) Humano DLLME
(IL-DLLME)
PINAZO et al. Plasma
PPT TCAO0,3M 150 pL Benzocaina HPLC/UV NR NR
(2013) humano
ALTCHEH et al. Plasma
o PPT TCA 30% viv 1mL NR HPLC/UV 0,32 pg/mL NR
(2014) liofilizado
DAVANCO; DE
Plasma de
CAMPOS; . PPT ACN 50 pL Benzocaina UHPLC/ UV 0,15 pg/mL 65,5%
ratos
PECCININI (2015)
MARTINEZ et al. _ UHPLC-
Urina humana LLE DCM 2,5mL NR 4,85 pg/L 95,5%
(2015) MS/MS
LLE com
I. MOLINA et al. evapo-ragéo ] UHPLC-
Soro humano Etil acetato 50 pL NR 0,1 pg/mL NR
(2017) e recons- MS/MS

tituicdo
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Plasma e
PERIN et al. . ]
(2017) tecidos de LLE Etil acetato 100 pL Omeprazol HPLC/UV 0,1 pg/mL NR
ratos
DCM
Mancha de o ]
BEDOR et al. Sangue acidificado Bromidrato de HPLC-
sangue seco 50 pL ) 0,5 pg/mL NR
(2018) humano LLE com 1% de citalopram MS/MS
e
acido férmico
Reacéo
enzimética
com [3-
MARSON et al. ) ) TCA 30% (p/v) HPLC-
Urina humana glucuronidas 5mL NR NR NR
(2020) _ e DCM MS/MS
e, seguida
de PPT e
LLE

Legenda: PPT — ACN — Acetonitrila; DCM - Diclorometano; IL-DLLME - Microextracéo Liquido-Liquido Dispersiva por Liquidos I6nicos; KCI — Cloreto

de Potéassio; LLE — Extrac&o Liquido-Liquido; MeOH — Metanol; NR — Ndo Relatado; Precipitacéo de Proteinas; TCA — Acido Tricloroacético.
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A partir da analise dos métodos apresentados na Tabela 3, infere-se que,
dos 17 trabalhos encontrados, a grande maioria utiliza a precipitacdo de
proteinas como preparo de amostra, separacdo por HPLC e deteccdo por
ultravioleta. O &cido tricloroacético é o principal reagente utilizado como agente
precipitante. Alguns trabalhos empregaram a LLE como preparo de amostra,
utilizando, principalmente, diclorometano como fase organica extratora. Ha
apenas um trabalho que utiliza uma técnica miniaturizada para o preparo de
amostra, sendo ela a IL-DLLME. E nenhum trabalho utiliza extracdo em fase

sélida, seja ela convencional ou miniaturizada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar método bioanalitico para determinacdo de

benznidazol em plasma humano, utilizando microextragdo por sorvente

empacotado (MEPS) e cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) com

deteccao por espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta.

3.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar método analitico por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo por espectrofotometria de
absorcédo na regido do ultravioleta para analise de benznidazol;
Desenvolver método por microextracdo por sorvente empacotado,
empregando planejamento experimental, para extracdo de
benznidazol a partir de amostras de plasma humano;

Desenvolver e validar método bioanalitico, empregando MEPS e
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE-UV), para andlise de
benznidazol,

Aplicar o método validado na determinacdo de benznidazol em

amostras de plasma de voluntarios.
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4 MATERIAIS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Controle de Qualidade
da Faculdade de Farméacia da UFMG (FaFar), sendo que a coleta das amostras

biolégicas foi realizada no Laboratério de Hematologia da FaFar.

4.1 Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAs) e comprimidos de benznidazol

O Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) de benznidazol foi gentilmente cedido
pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE). Os lotes
cedidos foram 603218 e 17710, com teor de 100,2%.

Os comprimidos de benznidazol (100 mg) também foram gentilmente
doados pelo LAFEPE (lote 20030012, com validade até margo/2023).

4.2 Substancias Quimicas de Referéncia (SQRS)

As Substancias Quimicas de Referéncia (SQR) utilizadas no

desenvolvimento e na validacdo do método bioanalitico foram:

e acetaminofeno SQR USP, lote: J-1;

e benzocaina SQR USP, lote: J1G214. Pureza: 100,0%;

e cafeina SQR USP, lote: KOD372. Fornecido pela Fundacao
Ezequiel Dias (FUNED);

e L-Nicotina SQR Acros Organics, lote: A0333681, teor: 99,0%.

4.3 Reagentes e Solucdes

Os reagentes que foram utilizados no desenvolvimento e validagcdo do

método analitico estdo listados abaixo:
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e acetato de sodio anidro P.A., da Neon Comercial Ltda. Teor:
99,70%;

e acetonitrila, grau cromatografico, da J. T. Baker;

e acido aceético, da Sigma Aldrich. Teor = 99,8%;

e 4cido tricloroacético, da Exodo Cientifica. Teor: 99%;

e agua ultrapurificada;

e metanol, grau cromatografico, da Scharlau.

4.3.1 Solucdes estoque e de trabalho

A solucdo estoque de benznidazol, na concentragdo de 1 mg/mL, foi
preparada pesando-se, exatamente cerca de, 10 mg de benznidazol IFA, que
foram transferidos, quantitativamente, para baldo volumétrico de 10,00 mL.
Adicionaram-se 2 mL (20% v/v) de acetonitrila para completa solubilizacdo do
farmaco e completou-se o volume com agua ultrapurificada. A solucao foi

submetida a banho ultrassom por 10 minutos e homogeneizada.

A solucao de trabalho de benznidazol foi preparada na concentracdo de
20 pg/mL. Um mL da solugéo estoque de benznidazol foi adicionada a um bal&do
volumétrico de 50,00 mL. Adicionaram-se 5 mL (10% v/v) de acetonitrila, para
garantir a solubilizacdo do farmaco, e completou-se o volume com &gua
ultrapurificada. Homogeneizou-se e transferiu-se uma aliquota de 1 mL para vial

ambar.

4.4 Equipamentos e Dispositivos

Os equipamentos e dispositivos utilizados neste trabalho estéo listados a
sequir:
e aparelho de ultrassom Unigue, modelo 1400;
e balanga analitica Shimadzu com preciséo de 0,01 mg;
e balBes volumétricos de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 mL;
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béqueres de 25, 50, 100, 200, 600, 1000 e 2000 mL;

cartucho MEPS (Barrel Insert and Needle - BIN’s) SGE Analytical
Science C18. Lote: LO7-A0664;

centrifuga Eppendorf, modelo 5424 R;

centrifuga Thermo, modelo MR23;

coluna cromatografica Luna (Phenomenex) C18 — 150 mm x 4,60
mm X 5 um;

cromatoégrafo a liquido de alta eficiéncia Agilent 1200, composto de
bomba quaternaria, desgaseificador, injetor automatico, forno para
coluna e detector de arranjo de diodos (DAD);

filtros de seringa PVDF de 13 mm de diametro e tamanho de poro
de 0,45 um,;

frascos tipo vial com tampa de rosca e septos de silicone;

frascos vial do tipo recovery com tampa de rosca e septos de
silicone;

micropipetas de 10, 200 e 1000 pL;

pipetas de Pasteur;

ponteiras de 10, 200 e 1000 uL para uso em micropipetas;
potenciometro METROHM 827 pH Lab;

pré-coluna Phenomenex;

refrigerador GELOPAR, com temperatura de 2 °C;

seringa MEPS SGE Analytical Science 250 L. Lote: 006292;
sistema de purificacdo de agua Millipore, modelo Direct Q3;
software Design Expert v. 10;

software Excel 2013;

tubos Falcon de 15 mL;

tubos para coleta de plasma de 9 mL contendo heparina sédica;
tubos tipo eppendorf 2 mL;

ultrafreezer Coldlab, modelo CL374-80;

ultrapurificador de agua MILLIPORE DIRECT Q3;

vortex Mini FlexVortex, modelo 3800.
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5 METODOS

5.1 Desenvolvimento do método analitico por HPLC para analise de

benznidazol IFA
5.1.1. Método cromatografico

O método analitico por HPLC foi otimizado tomando-se como referéncia
0 método proposto por Silva et al. (2007). As condicbes empregadas apos
otimizacao foram as seguintes: coluna Luna C18 (150 x 4,6 mm, 5 um); fase
movel composta por agua e acetonitrila na proporcao de 60:40; vazao de 1,0
mL/min; volume de injecdo de 20 pL; temperatura do forno a 25 °C; e deteccao

em 316 nm.

5.2 Validacéo do método analitico por HPLC para analise de benznidazol

A validacdo do método analitico foi realizada baseada na RDC 166/2017
da ANVISA e nos trabalhos de De Souza; Junqueira; Ginn (2005); De Souza;
Pinto; Junqueira (2007); e Souza (2007). Os paréametros validados foram
linearidade, preciséo (nas condicfes de repetibilidade e precisado intermediaria),

exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacao e robustez.

5.2.1 Linearidade

Para avaliacdo da linearidade foi preparada solucdo estoque em
concentracéo igual a 500 pg/mL, pesando-se exatamente cerca de 25 mg e
transferindo-se quantitativamente para baléo volumétrico de 50,00 mL. A solucéo
estoque foi diluida de forma a obter concentracées em seis niveis, conforme
apresentado na Tabela 4. Os experimentos foram aleatorizados no preparo das

solugdes e novamente aleatorizados para a inje¢do no sistema cromatogréfico.
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Tabela 4 — Dilui¢cdes realizadas para avaliacao da linearidade do

método analitico.

Concentracéo Tedrica

Diluic&o
(ng/mL)
1,0 20 pL em 10 mL
10,0 200 pL em 10 mL
20,0 400 pL em 10 mL
30,0 600 uL em 10 mL
40,0 800 pL em 10 mL
50,0 1000 pL em 10 mL

Avaliou-se entdo, a partir das areas sob a curva obtidas pelos
cromatogramas, a significancia do modelo linear e a falta de ajuste por meio da
Analise de Variancia (ANOVA). A linearidade foi avaliada pelo método dos
minimos quadrados ordinarios, com a identificagdo e devida exclusdo dos
outliers pelo método de Jacknife e avaliacdo dos residuos por meio da
normalidade, empregando o método de Ryan-Joiner, homoscedasticidade, pelo

método de Brown-Forsythe, e da independéncia, pelo método de Durbin-Watson.

A linearidade é considerada aprovada, segundo a RDC 166/2017 da
ANVISA, se apresentar coeficiente de determinacédo (r?) acima de 0,990 e o

coeficiente angular for diferente de zero.

5.2.2 Precisao

Para avaliacdo da repetibilidade ou precisédo intracorridas (ou intradia)
foram definidas trés concentracdes: baixa (1 pg/mL), média (25 pg/mL) e alta (50
png/mL). Foram preparadas triplicatas de cada nivel, pelo mesmo analista, em

uma Unica corrida analitica.

A preciséao intermediaria foi avaliada nos mesmos niveis de concentragéo,

em triplicata, porém por dois analistas diferentes, em dias distintos.
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Ambas as precisoes, repetibilidade e intermediaria, foram avaliadas por
meio do calculo de desvio padréo relativo (DPR). Os critérios de aceitacao foram
estabelecidos com base no trabalho de Souza (2007), no qual aplicou-se a
funcdo de Horwitz, de acordo com a concentracéo analisada.

5.2.3 Exatidao

Para avaliagdo da exatiddo do método, foram determinadas as
recuperacbes de seis replicatas nas concentracdes baixa, média e alta,
utilizadas no ensaio de precisdo. As recuperacfes devem estar entre 98,0 e
102,0% (GREEN, 1996).

5.2.4 Limites de Deteccao e de Quantificacao

Os limites de deteccéo e de quantificacdo foram determinados por meio
da equacdo da reta média, obtida pelas curvas analiticas, com o emprego das

equacdes abaixo:

3xDP
D=
a

_ 10xDP
B a

Sendo, LD o limite de deteccéo, LQ o limite de quantificacdo, DP o desvio

padrao do intercepto e a a inclinagéo da reta.

5.2.5 Robustez

A robustez foi determinada, arbitrariamente, variando-se a proporcao da

fase mével, a temperatura do forno e a vazdo de fase movel. A proporgédo da
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fase mével foi avaliada em 58% de agua e 42% de acetonitrila e em 62% de agua
e 48% de acetonitrila. A temperatura do forno foi avaliada em 20 °C e em 35 °C.
E a vazao foi variada para 0,9 mL/min e 1,1 mL/min. A robustez foi avaliada pelos
DPRs das areas obtidas.

5.3 Desenvolvimento do método bioanalitico para analise de benznidazol

em plasma humano
5.3.1 Amostras bioldgicas

As amostras de plasma foram obtidas por meio de coleta realizada no
Laboratdrio de Hematologia da Faculdade de Farmacia da UFMG, sendo dividida
em dois grupos: individuos ndo usuarios de benznidazol (grupo 1) e individuos
usuarios de benznidazol (grupo 2). Ambos os grupos de voluntarios receberam
e assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG, sob numero de protocolo
26669419.3.0000.5149. O parecer do COEP encontra-se no Anexo I.

Os voluntarios do grupo 1 realizaram a coleta de sangue em jejum de 8
horas para obtencdo de plasma branco. As amostras de plasma lipémico foram
obtidas em coletas pos-prandiais. Para obtencdo do plasma hemolisado,
realizou-se agitacdo vigorosa de amostras selecionadas. Os voluntarios do
grupo 2, individuos sadios que fizeram uso de benznidazol somente para este
trabalho, tomaram uma Unica dose de benznidazol, conforme o peso relatado,
apos leve desjejum. Segundo a bula fornecida pelo LAFEPE, a dose para adultos
€ de 5 a 7 mg/kg de peso corporal e as concentracdes plasmaticas maximas séo
observadas apés 2 horas. Assim, a coleta de sangue dos individuos do grupo 2
foi realizada 2 horas ap0s a administracdo do medicamento. O volume de sangue
coletado de cada voluntario, de ambos os grupos, foi igual a 30 mL. Este material

foi coletado em tubos de 9 mL contendo heparina.

As amostras foram entdo submetidas a centrifugacdo a 1431,36 x g por
10 minutos a 4 °C, para separacao do plasma. Em seguida, foram transferidas
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para tubos do tipo Falcon de 15 mL e armazenados a -50 °C em ultrafreezer até

0 momento da analise.

5.3.2 Selecao de Padréao Interno

A benzocaina apresenta estrutura quimica (Figura 14), e caracteristicas
fisico-quimicas (logP 1,86 e pKa 2,51) semelhantes ao benznidazol, sendo uma

escolha adequada para o padréo interno.

Figura 14 — Estrutura Quimica do Padréo Interno Benzocaina.

-

D%ﬁﬂ

CHy

R

L

MH-

5.3.3 Desenvolvimento do método bioanalitico

O método bioanalitico foi desenvolvido baseado no método analitico
desenvolvido anteriormente. Considerando-se o volume de amostras e solvente
reduzidos, assim como a faixa de concentracdo plasmatica do benznidazol,
preparou-se as solucdes estoque e de trabalho para o benznidazol e padrao

interno conforme descrito a seguir.

Solucéo estoque de benznidazol 1 mg/mL: pesaram-se, exatamente cerca

de, 10 mg de IFA de benznidazol e transferiu-se, quantitativamente, para baléo
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volumétrico de 10,00 mL. Adicionaram-se 2 mL (20% v/v) de acetonitrila para
completa solubilizacdo do farmaco e completou-se o baldo com agua
ultrapurificada. A solugéo foi submetida a banho ultrassom por 10 minutos e
homogeneizada.

Solucéo estoque de benzocaina 1 mg/mL: pesaram-se, exatamente cerca
de, 10 mg de IFA de benzocaina e transferiu-se, quantitativamente, para baldo
volumétrico de 10,00 mL. Adicionaram-se 2 mL (20% v/v) de acetonitrila para
completa solubilizacdo do farmaco e completou-se o baldo com agua
ultrapurificada. A solucéo foi submetida a banho ultrassom por 10 minutos e

homogeneizada.

Solucao de trabalho de benznidazol e benzocaina 20 pg/mL: adicionou-
se 1 mL da solucéo estoque de benznidazol mais 1 mL de solucdo estoque de
benzocaina a um baldo volumétrico de 50,00 mL. Adicionaram-se 5 mL (10%
v/v) de acetonitrila, para garantir a solubilizacéo dos farmacos, e completou-se o

baldo com agua ultrapurificada. Homogeneizou-se.

Solucéo de trabalho de benznidazol e benzocaina 5 pg/mL: adicionaram-
se 250 pL da solucdo estoque de benznidazol mais 250 pL de solugéo estoque
de benzocaina a um baldo volumétrico de 50,00 mL. Adicionaram-se 5 mL (10%
v/v) de acetonitrila, para garantir a solubilizacéo dos farmacos, e completou-se o

baldo com agua ultrapurificada. Homogeneizou-se.

5.3.4 Desenvolvimento de método de extracdo por MEPS

Tendo em vista a preservagao do cartucho de MEPS, realizou-se uma
etapa prévia de precipitacdo das proteinas. Esta etapa foi otimizada
considerando-se 0 agente precipitante, a sua concentracdo e a proporcao
plasma e agente precipitante. As condi¢des avaliadas estéo descritas na Tabela
5.
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Tabela 5 — Ensaios de otimizacdo da etapa de precipitacéao de

proteinas.
o Concentracédo do agente Proporcéo plasma:
Agente Precipitante o o
precipitante agente precipitante
0,5:1
TCA 30% p/v 11
2:1
0,5:1
TCA 10% plv 1:1
2:1
0,5:1
TCA em ACN 10% plv 1:1
2:1
1.1
ACN Grau cromatografico 2:1
2,5:1

As solucbes utilizadas na etapa de precipitacdo de proteinas estdo

descritas a seguir.

Solucéo de Acido Tricloroacético 30% p/v: pesaram-se cerca de 7,5 g de
acido tricloroacético e transferiu-se quantitativamente para um balédo volumétrico

de 25 mL. Completou-se o baldo com agua ultrapurificada e homogeneizou-se.

Solucdo de Acido Tricloroacético 10% p/v: pesaram-se cerca de 2,5 g de
acido tricloroacético e transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de

25 mL. Completou-se o baldo com agua ultrapurificada e homogeneizou-se.

Solucdo de Acido Tricloroacético 10% p/v em Acetonitrila: pesaram-se
cerca de 2,5 g de acido tricloroacético e transferiu-se quantitativamente para um
baldo volumétrico de 25 mL. Completou-se o baldo com acetonitrila grau

cromatografico e homogeneizou-se.
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Apoés a precipitacdo, foi realizado o preparo de amostra por MEPS,
utilizando-se sorvente C18. As condi¢des iniciais para teste em MEPS foram

baseadas no trabalho de Viana et al. (2014).

Inicialmente, foram testadas as seguintes condi¢cdes para extracao de
benznidazol em amostras preparadas em solvente: condicionamento com 250
uL de metanol, seguidos de 250 puL de &gua ultrapurificada; aplicacdo de 500 pL
da solucdo padréo contendo benznidazol e benzocaina na concentracédo de 5
png/mL, em 5 ciclos de 100 yuL de aspiracdo e ejecdo; lavagem com agua,
aspirando e ejetando 4 ciclos de 100 uL; e dessorcédo com acetonitrila em 3 ciclos
de 50 pL. A etapa de lavagem entre as amostras foi realizada com 4 ciclos de
100 pL de acetonitrila, seguidos de 4 ciclos de 100 pL de agua ultrapurificada.

A fim de otimizar a extracdo, de forma a se obter maiores recuperacoes,
testou-se o uso de tampéao acetato pH 4,0 no preparo das solugdes padrao de
benznidazol e benzocaina, uma vez que ambos o analito e o padrao interno, se
apresentam na forma ndo-ionizada neste pH. Para o preparo do tampéao acetato
pH 4,0 0,01 mol/L, adicionaram-se 18 mL da solucéo acetato de sédio 0,01 mol/L
e 82 mL da solucéo de acido acético 0,01 mol/L em um béquer e misturou-se.
Mediu-se o pH em potencidémetro previamente calibrado. Nenhum ajuste de pH

se fez necessario.

Também  foi realizado um teste com tampdo  TRIS,
tris(hidroximetil)laminometano, em pH 9,0, para avaliagdo da extracdo em pH
basico. O tampdao TRIS 1,0 mol/L foi preparado adicionando-se 50 mL da solucdo
TRIS 1 mol/L e 29,2 mL da solucéo de acido cloridrico 1,0 mol/L em um béquer
e misturou-se. Mediu-se 0 pH em potencidmetro previamente calibrado. Nenhum

ajuste de pH se fez necessario.

Para avaliacao e determinagcéao da melhor condicdo de extracédo por MEPS
foi realizado um planejamento fatorial completo 24. As variaveis e os niveis

otimizados estao descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 — Variaveis e niveis otimizados em planejamento fatorial

24,
, Nivel
Variavel
-1 0 +1
Volume de plasma
500 pL 750 pL 1000 pL
(x2)
Numero de ciclos
de aspiracao e 5 10 15
ejecao (x2)
Volume de
acetonitrila para 3 x50 uL 3 x 100 uL 3 x 150 pL
dessorgao (xs)
Volume de
aspiracao da 50 uL 100 pL 150 pL

amostra (Xa)

Foram entdo realizados os experimentos segundo a matriz das variaveis

codificadas, dividido em dois blocos e triplicata no ponto central, conforme

demonstrado na Tabela 7.
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Tabela 7 — Matriz experimental com as variaveis codificadas para

planejamento fatorial 24.

Variaveis codificadas

Experimento Bloco

X1 X2 X3 X4
1 2 -1 -1 -1 -1
2 1 +1 -1 -1 -1
3 1 -1 +1 -1 -1
4 2 +1 +1 -1 -1
5 1 -1 -1 +1 -1
6 2 +1 -1 +1 -1
7 2 -1 +1 +1 -1
8 1 +1 +1 +1 -1
9 1 -1 -1 -1 +1
10 2 +1 -1 -1 +1
11 2 -1 +1 -1 +1
12 1 +1 +1 -1 +1
13 2 -1 -1 +1 +1
14 1 +1 -1 +1 +1
15 1 -1 +1 +1 +1
16 2 +1 +1 +1 +1
17 1 0 0 0 0
18 1 0 0 0 0
19 1 0 0 0 0
20 2 0 0 0 0
21 2 0 0 0 0
22 2 0 0 0 0

A matriz com os valores reais dos niveis de cada variavel esta

apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8 — Matriz experimental com as variaveis reais para

planejamento fatorial 24 para otimizacdo da extracdo de benznidazol por

MEPS.
Experimento Bloco Variaveis reals
X1 (ML) X2 X3 (ML) Xa (ML)
1 2 500 5 3 x50 50
2 1 1000 5 3 x50 50
3 1 500 15 3 x50 50
4 2 1000 15 3 x50 50
5 1 500 5 3x150 50
6 2 1000 5 3x150 50
7 2 500 15 3x150 50
8 1 1000 15 3x150 50
9 1 500 5 3 x50 150
10 2 1000 5 3 x50 150
11 2 500 15 3 x50 150
12 1 1000 15 3 x50 150
13 2 500 5 3x150 150
14 1 1000 5 3x150 150
15 1 500 15 3x150 150
16 2 1000 15 3x150 150
17 1 750 10 3x100 100
18 1 750 10 3x100 100
19 1 750 10 3x100 100
20 2 750 10 3x100 100
21 2 750 10 3x100 100
22 2 750 10 3x100 100

A condicao étima obtida por meio do planejamento fatorial e utilizada na
aplicacao do método foi: condicionamento com 250 pL de metanol, seguidos por
250 pL de agua ultrapurificada; volume de amostra igual a 500 pL; aplicacdo da
amostra pelo cartucho MEPS em 10 ciclos de 100 pL de aspiracao e ejecéo;
etapa de clean-up com dois ciclos de aspiracao e ejecéo de agua ultrapurificada;

e dessorcdo com trés ciclos de 50 pL de acetonitrila, grau cromatografico.



75

Foi realizado um estudo comparativo para determinacdo de benznidazol
em solucdo utilizando-se SPE convencional. Para isto, utilizou-se cartuchos
comerciais C18 Strata® e Hydra®, com volumes de 3 mL e 1 mL,
respectivamente, sendo a quantidade de material sorvente igual a 500 mg para
os cartuchos Strata® e igual a 100 mg para os cartuchos Hydra®. Foram
aplicados 1 mL de metanol e 1 mL de agua ultrapurificada para condicionamento
do cartucho, seguidos de 1 mL da solugéo contendo padrao de benznidazol a 20
pHg/mL em 80% v/v de tampéo acetato pH 4,0 e 20% v/v de acetonitrila. A etapa
de lavagem (clean-up) foi realizada com 1 mL de tampé&o acetato e dessorcao

com 1 mL de acetonitrila.

5.4 Validagcdo do método bioanalitico para determinacdo de benznidazol em

plasma humano

ApOs a otimizacdo das etapas de precipitacdo de proteinas e da extracéo
por MEPS, procedeu-se a validacdo de método bioanalitico, conforme a RDC
27/2012 da ANVISA. Foram validados os seguintes parametros: seletividade,
efeito residual, efeito matriz, curva de calibracdo, precisdo, exatidao e

estabilidade.

Para a realizacdo da validacdo do método bioanalitico, definiu-se as

condicBes apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Condicdes para a validacdo do método bioanalitico para

analise de benznidazol em plasma humano.

Condicéao Concentracéo (ug/mL)
Faixa de trabalho 0,5-6,0
Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) 0,5
Limite Superior de Quantificacdo (LSQ) 6,0
Controle de Qualidade Baixo (CQB) 1,0
Controle de Qualidade Médio (CQM) 3,0
Controle de Qualidade Alto (CQA) 5,0
Controle de Qualidade de Diluicédo 8.0
(CQD) '
Padrao Interno (PI) 3,0

5.4.1 Seletividade

A seletividade do método bioanalitico foi avaliada em 4 amostras de
plasma branco, de individuos diferentes; uma amostra de plasma lipémico; uma
amostra de plasma hemolisado; e em amostras de plasma branco fortificadas
com padrbes de cafeina, nicotina e paracetamol, substancias comumente
encontradas nos individuos. De acordo com a RDC 27/2012, as respostas de
picos interferentes préximo ao tempo de retencéo do analito devem ser inferiores
a 20% da resposta do analito nas amostras do LIQ, enquanto as respostas de
picos interferentes préximo ao tempo de retencéo do Pl devem ser inferiores a 5
% da resposta do PI.

BN

Todas as amostras foram submetidas a precipitacdo de proteinas e
extracdo por MEPS e injecéo no sistema cromatografico. As solucdes de cafeina,
nicotina e paracetamol foram preparadas de forma a obter as concentracfes
plasmaticas usuais destas substancias, como descrito por César (2009), sendo
elas: 1 ug/mL de cafeina e 20 pg/mL de paracetamol. A concentracao plasmatica
da nicotina foi baseada no trabalho de Rosemberg (2003), sendo ela de 10
ng/mL.

As solucgdes preparadas estao descritas a seguir.
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Solucédo Estoque de Cafeina SQR 500 pg/mL: pesaram-se exatamente
cerca de 5 mg de cafeina SQR e transferiu-se guantitativamente para balédo
volumétrico de 10 mL. Completou-se o volume com metanol grau cromatografico

e homogeneizou-se. Submeteu-se ao aparelho de ultrassom por 10 minutos.

Solucdo de Trabalho de Cafeina SQR 2 pg/mL: pipetaram-se 40 L da
solucdo estoque de cafeina e transferiu-se quantitativamente para balédo
volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 1 mL de metanol (10%), completou-se o

baldo com agua ultrapurificada e homogeneizou-se.

Solucdo Estoque de Nicotina SQR 500 pg/mL: pipetaram-se 25 uL de
nicotina SQR e transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 50 mL.
Completou-se o volume com metanol grau cromatografico e homogeneizou-se.

Submeteu-se ao aparelho de ultrassom por 10 minutos.

Solugéo Intermediéria de Nicotina SQR 10 pg/mL: pipetaram-se 200 pL
da solucdo estoque de nicotina e transferiu-se quantitativamente para balédo
volumétrico de 10 mL. Adicionaram-se 2 mL de metanol grau cromatografico
(20% vl/v), completou-se com agua ultrapurificada e homogeneizou-se.
Submeteu-se ao aparelho de ultrassom por 10 minutos.

Solucéo de Trabalho de Nicotina SQR 0,2 pg/mL: pipetaram-se 200 uL da
solucdo intermediaria de nicotina e transferiu-se quantitativamente para baldo
volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 1 mL de metanol grau cromatografico (10%

v/v), completou-se com agua ultrapurificada e homogeneizou-se.

Solugcéo de Trabalho de Paracetamol SQR 400 pg/mL: pesaram-se
exatamente cerca de 4 mg de paracetamol SQR e transferiu-se
guantitativamente para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 1 mL de
metanol grau cromatografico (10% v/v), completou-se com agua ultrapurificada

e homogeneizou-se. Submeteu-se ao aparelho de ultrassom por 10 minutos.

A reducédo da proporgéo de metanol como diluente nas solugdes acima
descritas se deve a diminuicéo de solvente organico para o preparo de amostra,

de forma a evitar a competicdo da fase movel com a fase estacionaria,
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favorecendo a retencdo do analito. Entretanto, uma pequena quantidade foi

mantida a fim de garantir a completa solubilizacdo dos analitos.

5.4.2 Efeito Residual

O efeito residual, ou carry-over, foi avaliado por meio da inje¢cdo de uma
mesma amostra branco, sendo uma injecao feita antes da amostra no Limite
Superior de Quantificacdo (LSQ), definido em 6,0 pg/mL, e duas injecées apos

esta mesma amostra.

Segundo a RDC 27/2012, as respostas de picos interferentes no tempo
de retencdo do analito devem ser menores que 20% da resposta do analito no
LIQ e as respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do padréo

interno devem ser menores que 5% da resposta do Pl.

5.4.3 Efeito Matriz

Para avaliagcdo do efeito matriz, foram preparadas quatro amostras
branco, duas amostras lip€micas e duas amostras hemolisadas. Ao término da
etapa de preparo de amostra, as solu¢des contendo uma quantidade conhecida
de padrao de benznidazol e benzocaina foram adicionadas a estas amostras. As
concentracdes do analito e do padréo interno, segundo a RDC 27/2012, devem
ser as mesmas do Controle de Qualidade Baixo (1,0 pg/mL) e do Controle de
Qualidade Alto (5,0 pg/mL).

Na RDC 27/2012 é preconizado que o desvio padrao relativo do Fator de
Matriz Normalizado (FMN), calculado pela equac&o abaixo, de todas as

amostras deve ser inferior a 15%.

Area do analito na matriz/,
Area do padrao interno na matriz

FMN = -
Area do analito em solucao

Area do padrao interno em solucao
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5.4.4 Curva de Calibracao

Foram realizadas trés curvas de calibrac&o para avaliagdo da linearidade,
contendo seis amostras em diferentes niveis, sendo a faixa de concentracédo
analisada de 0,5 pg/mL a 6,0 pg/mL. Esta faixa compreende as concentracdes
plasmaticas de benznidazol encontradas por Altcheh et al. (2014) e Marson et
al. (2013). Também foram analisadas amostras branco e amostras zero, em
triplicata, conforme preconizado pela RDC 27/2012 da ANVISA. A amostra
branco é definida pela RDC 27/2012 como “amostra de matriz processada sem
adicdo de analito e padrao interno”, enquanto a amostra zero € definida como

uma “amostra de matriz processada com adi¢cao apenas de padrao interno (P1)”.

As curvas foram preparadas fortificando-se as amostras de plasma branco
com as concentracdes de benznidazol nos niveis 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 € 6,0
pg/mL e o Pl na concentragdo de 3,0 pg/mL. Todas as amostras foram
submetidas aos processos de precipitacdo e extracdo por MEPS antes da
analise por HPLC, configurando trés curvas matrizadas, como preconizado pela
RDC 27/2012 da ANVISA.

Os padrdes de calibracdo estariam aprovados se apresentassem desvios
menores que 15% em relacdo a concentracdo nominal, exceto para o LIQ, no
gual se admite desvios de até 20%. A curva estaria aprovada se 75% dos niveis
estivessem aprovados, conforme os desvios especificados, contendo pelo
menos seis niveis, incluindo o LIQ e LSQ.

5.4.5 Precisao e Exatidao

A precisao foi determinada como preciséo intracorrida e intercorridas. A
precisao intracorrida compreendeu a analise de trés replicatas auténticas nas
concentragdes do LIQ, CQB, COM, CQA e CQD, sendo realizada em um mesmo
dia. Ja a precisdo intercorridas compreendeu a andlise de trés replicatas das
mesmas concentracdes analisadas na precisao intracorrida, mas em trés dias

distintos. Considerando que o tempo gasto para analise de uma amostra €, em
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meédia, 45 minutos (incluindo a lavagem entre amostras), optou-se pela

realizacdo da precisdo em triplicata ao invés de quintuplicata.

A exatiddo foi avaliada em exatiddo intracorrida e intercorridas, assim
como na precisdo. A exatidao intracorrida foi determinada nas concentracdes do
LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD, em triplicata auténtica e em uma mesma corrida,
enquanto a exatiddo intercorridas foi determinada nas mesmas concentragoes,

mas analisando-se em trés dias distintos.

O CQD foi preparado fortificando-se uma amostra de 450 L de plasma
branco com 50 puL de uma solucdo de benznidazol e Pl nas concentracdes de
160 pg/mL e 60 pg/mL, respectivamente. Foram adicionados 500 pL de TCA
10% p/v para precipitacdo das proteinas, obtendo-se as concentracdes de 8
pg/mL para o benznidazol e 3 pg/mL para o Pl. Procedeu-se a centrifugacéo e
posterior extracdo por MEPS. Ao eluato obtido na etapa de dessorcao,
constituido de 150 pL de acetonitrila (3 x de 50 uL), foram adicionados mais 150
uL de acetonitrila e 450 pL de agua ultrapurificada para diluicdo na proporcao da

fase movel utilizada.

A precisao foi demonstrada por meio dos calculos dos DPRs, enquanto a
exatiddo foi demonstrada por meio do Erro Padrdo Relativo (EPR) entre os
valores obtidos experimentalmente e os valores nominais da concentracao,
conforme equacéo abaixo:

EPR — (Concentragido Média Determinada — Concentracio Nominal)x 100

Concentracao Nominal

Segundo a RDC 27/2012, a precisdo do método é demonstrada quando
nao se observa DPRs acima de 15%, exceto para o LIQ, no qual se admite um
desvio de até 20%. Para a exatiddo, o EPR de cada amostra ndo deve ser

superior a 15%, exceto para o LIQ, que se admite erro de até 20%.
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5.4.6 Estabilidade do analito e Pl em solucéao

Por fim, a estabilidade do analito e padrao interno em solucao foi realizada
em triplicata, nas solugdes estoque e nas solucdes de trabalho, sendo as
concentracfes para o benznidazol iguais as do CQB e CQA e do padréo interno,
de 3,0 ug/mL. As solucBes foram injetadas logo apds o preparo e, apos um dia
para as solucdes de benznidazol, e apds trés dias para a solugcdo do padrao

interno.

As solucdes sdo consideradas estaveis se ndo apresentarem desvio
superior a 10% em relacdo as solucdes recém-preparadas, de acordo com a
RDC 27/2012.

5.4.7 Estabilidade do benznidazol em matriz biolégica

Para avaliacdo da estabilidade da matriz biologica, foram analisadas trés
amostras CQB e trés amostras CQA logo apds o preparo de amostras para fins

de comparacao com os testes de estabilidade realizados.

A estabilidade das amostras apds ciclos de congelamento e
descongelamento foi realizada de duas formas. Primeiramente, fortificaram-se
450 pL de plasma com 50 pL da solucdo padrdo contendo benznidazol nas
concentracfes do CQB (1,0 ug/mL) e do CQA (5,0 pg/mL) e padrao interno.
Submeteu-se ao vértex por 2 minutos. Precipitou-se as proteinas com a adi¢ao
de 500 pL de &cido tricloroacético 10% p/v. Centrifugou-se a 845 x g, a 4 °C, por
10 minutos. As amostras foram entdo submetidas a congelamento em
ultrafreezer, a -50 °C e descongeladas ap6s 24h. Procedeu-se, entdo, ao
preparo de amostra por MEPS e analise por CLAE. Paralelamente, analisou-se
a estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento das amostras
fortificadas somente com benznidazol, simulando o0 congelamento e
descongelamento de amostras reais. Para tanto, fortificaram-se 450 pL de
plasma com 50 pL da solucdo padréo contendo benznidazol nas concentragdes
do CQB (1,0 pg/mL) e do CQA (5,0 pg/mL) e submeteu-se ao vortex por 2
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minutos. As amostras foram entdo submetidas a congelamento em ultrafreezer,
a -50 °C e descongeladas ap6s 24h. Apos completo descongelamento,
congelou-se as amostras novamente e descongeladas apds 24h, repetindo-se o
ciclo por mais duas vezes. Adicionou-se entdao o padrao interno e submeteu-se
ao vortex novamente por 2 minutos. Adicionaram-se 500 pL de &cido
tricloroacético 10% p/v. Centrifugou-se a 845 x g, a 4 °C, por 10 minutos.

Procedeu-se, entdo, a extracao por MEPS e analise por CLAE.

Para analise de estabilidade de curta duracao, fortificaram-se as amostras
de plasma branco, conforme o procedimento otimizado, nas concentracfes CQB
e CQA, em triplicata. As amostras foram entdo deixadas a temperatura ambiente
por 12 horas. Procedeu-se entdo a precipitacdo de proteinas com &cido
tricloroacético e posterior centrifugacdo. Em seguida, realizou-se a extracao por
MEPS e andlise por CLAE.

Para analise de estabilidade de longa duracdo, fortificaram-se as
amostras de plasma branco, conforme o procedimento otimizado, nhas
concentracfes CQB e CQA, em triplicata. As amostras foram submetidas a
precipitacdo de proteinas com &acido tricloroacético e posterior centrifugacao.
Apés a centrifugacdo, as amostras foram congeladas em ultrafreezer, a -50 °C,

por 10 dias. Procedeu-se, entdo, a extracao por MEPS e analise por CLAE.

A anadlise de estabilidade pés-processamento foi realizada de maneira
similar & analise de estabilidade de curta duracdo, porém considerando-se o
tempo gasto para o preparo de amostra e a Ultima andlise. Desta forma, as
amostras de plasma branco foram fortificadas com a solucdo padrdo de
benznidazol nas concentracdes de CQB e CQA, adicionadas de padrao interno,
em triplicata. As amostras foram entéo deixadas a temperatura ambiente por 20
horas. Procedeu-se entdo a precipitacdo de proteinas com acido tricloroacético
e posterior centrifugacdo. Em seguida, realizou-se a extracdo por MEPS e

analise por CLAE.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento de método analitico por Cromatografia a Liquido de

Alta Eficiéncia

O método cromatografico, aqui denominado meétodo analitico, foi
desenvolvido e validado a fim de realizar os testes iniciais de extragdo com
solucdo de benznidazol em solvente. Foram realizados testes empregando

MEPS e SPE convencional com este método.

Silva et al. (2007) desenvolveram método para determinagdo de
benznidazol empregando as condicdes descritas na Tabela 10. Estas condi¢cdes

foram inicialmente empregadas para analise benznidazol e, posteriormente,

otimizadas.
Tabela 10 — Condi¢8es cromatograficas iniciais para
desenvolvimento de método analitico
Condi¢cdes cromatograficas
Coluna Luna C18 (150 mm x 4,6 mm X 5 pum)
Fase Movel Agua: Acetonitrila
Propor¢ao de Fase Movel 50:50
Vazéo de Fluxo 1,0 mL/min

Volume de Injecdo 20 pL
Temperatura do forno 25°C
Deteccéo 316 nm

O comprimento de onda utilizado é justificado pelo espectro da regido

ultravioleta do benznidazol representado na Figura 15.
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Figura 15 — Espectro 2D e 3D naregido ultravioleta do benznidazol.
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Apesar de o maximo de absorcéo do benznidazol ocorrer em torno de 220
nm, a maioria das moléculas também apresenta absorcdo proxima a esse
comprimento de onda, devido as ligacbes do tipo n — o¢*. Dessa forma,

escolheu-se o maximo de absor¢cdo em 316 nm, regido mais seletiva.

7

O volume de injecdo é explicado pelas dimensbes da coluna,
considerando sua area transversal e sua largura. Para colunas com 4,6 mm de
didametro interno, como é o caso da coluna utilizada, e comprimento variando
entre 50 e 250 mm (sendo o comprimento da coluna utilizada de 150 mm), o
volume ideal de injecéo para obtencéo de picos simétricos € de 8 a 40 pL, sendo

20 pL o mais comumente utilizado.

Como o estudo realizado por Silva et al. (2007) demonstrou que a
temperatura nao influenciou o formato dos picos, o forno foi mantido a

temperatura ambiente.
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Buscando a otimizacdo da analise cromatografica, assim como da etapa
de preparo de amostra, avaliou-se a necessidade do uso de solucdo tampéao, de
forma a aumentar o fator de capacidade e a extracdo do analito. Uma vez que
tanto a analise cromatogréafica quanto o preparo de amostra foram realizados em
fase reversa, objetivou-se um pH no qual log P do analito fosse mais alto. Na
Figura 16 é apresentado o gréafico de correlacédo entre o log D do benznidazol e

o pH.
Figura 16 — Grafico log D versus pH para Benznidazol.
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Fonte: ChemAxon (acesso em 09 de novembro de 2020).

Pode-se inferir, a partir da Figura 16, que o benznidazol apresenta valor
maximo de log P na faixa de pH entre 2 e 12. A distribuicdo das diferentes
espécies de benznidazol (ionizadas e nao-ionizadas) estdo apresentadas na
Figura 17. Como pode ser visto, 100% das moléculas de benznidazol estdo ndo
ionizadas na faixa de pH entre 2,0 e 12,0. A espécie ionizada em pH abaixo de
2 apresenta o nitrogénio do anel imidazélico protonado, enquanto a espécie
ionizada em pH acima de 12 apresenta o0 nitrogénio do grupo amida

desprotonado.
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Figura 17 — Distribuicdo das espécies ionizadas e nao-ionizada do

Benznidazol.
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Fonte: ChemAxon (acesso em 09 de novembro de 2020).

A fim de evitar grandes variacbes de pH e preservar a coluna
cromatografica, testou-se o uso de tampéo acetato de sédio, 0,01 mol/L, pH 4,0.
Foi entédo preparada uma solugcéo padrao de benznidazol a 20 pg/mL, em 80%
v/v de tampao acetato e 20% v/v de acetonitrila, para avaliacdo do método
cromatografico. O cromatograma apresentou pico simétrico, sendo o tempo de
retencdo do benznidazol igual a 4,189 min e uma area média de 375,17.
Contudo, apés a realizacdo do preparo de amostra, com e sem utilizacdo do
tampdo, 0s picos se apresentaram assimétricos e com uma maior variacdo de
area. Destarte, procedeu-se ao ajuste da fase movel de forma a obter picos mais

simétricos.

Foram realizados testes utilizando-se metanol como co-solvente, a fim de
melhorar o fator de cauda, em diversas proporcdes, mas este fator ainda se
apresentou maior que o obtido utilizando somente agua e acetonitrila como fase
movel. Assim, utilizou-se agua ao invés de tampéao, com ajuste para a proporgao

de 60% de agua e 40% de acetonitrila demonstrou-se satisfatério, com area
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meédia para o benznidazol de 379,99. O cromatograma obtido nessas condi¢des

esta apresentado na Figura 18.

Figura 18 — Cromatograma obtido ap0s otimizacdo do método

cromatografico.
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O cromatograma apresenta um tempo de retencdo adequado para o
analito de interesse, sendo de 3,44 min, apds o tempo morto. O volume morto
da coluna foi estimado através das equac¢des abaixo:

Vm =~ 0,5Ld? (Equacéo 1)
tp = - (Equacéo 2)

onde,

Vm = volume morto, em mL;

L = comprimento da coluna, em cm;
D = diametro da coluna, em cm;
to = tempo morto, em min;

F = vazao, em mL/min.

Considerando as dimensdes da coluna e a vazao igual a 1,0 mL/min, tem-
se que o tempo morto da coluna € estimado em 1,587 min. Entretanto, é possivel
observar no cromatograma da Figura 18, que o primeiro pico ocorre em 1,283,

sendo este, portanto, o tempo utilizado como tempo morto real.

Dadas essas informacdes, obteve-se entdo o fator de capacidade,

também chamado fator de retencdo k. Este fator impacta diretamente na
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resolucao dos picos, uma vez que quanto maior a retencao do analito, maior sua
interacdo com a fase estacionaria e, portanto, melhor separacdo. Entretanto,
uma retencdo demasiada pode gerar um alargamento de pico, que pode
acarretar em diferencas na area e comprometimento da resolugéo. Destarte,
Snyder et al. (1997), propbe que o fator de capacidade k ideal, para analitos
simples, esteja entre 1 e 20. O célculo deste fator € realizado por meio da
equacgao abaixo:
k = % (Equacéo 3)
onde,
tr = tempo de retencao do analito,

to = tempo morto.

Assim, considerando o tempo morto igual a 1,283 min (obtido
experimentalmente) e o tempo de retencao do analito igual a 3,437 min, obtém-

se um fator de capacidade igual a 1,68.

A altura e area do pico demonstram detectabilidade satisfatoria do
método. A simetria igual a 0,89 também esta de acordo com o preconizado por
Snyder et al. (1997), na qual a proximidade de uma unidade indica perfeita
simetria. Os numeros de pratos tedricos (N) apontam a eficiéncia de separacéo,
indicando uma boa separacdo de possiveis interferentes, além de indicar a
qualidade e performance da coluna. Snyder et al. (1997) definem o nimero de
pratos tedricos como “a habilidade da coluna de produzir picos finos e estreitos
para obter uma boa resolucdo de pares de picos com valores de seletividade
baixos”. O numero de pratos teéricos pode ser calculado segundo a equacao

abaixo:
2
N =16 (tWR) (Equacéo 4)
em que,

N = numero de pratos tedricos;

tr = tempo de retencao;
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W = largura do pico.

O numero de pratos tedrico calculado pelo software ChemStation do
proprio cromatografo € igual a 11462, o que indica 6tima eficiéncia de separacao,
segundo os critérios estabelecidos por Snyder et al. (1997), nos quais uma
coluna com comprimento de 150 mm e diametro de particula igual a 5 pm, os
valores 6timos de numeros de pratos tedricos seriam entre 10000 — 12000. Os
parametros cromatograficos obtidos estdo na Tabela 11.

Tabela 11 — Parametros cromatograficos obtidos ap6s a otimizagao
do método analitico.

Parametros cromatograficos

Tempo de retencéo 3,437 min
Area do pico 378,41
Altura do pico 72,95 mAu
Fator de capacidade 1,30
Simetria 0,89
Largura 0,0756
Numero de pratos tedricos 11462

O método analitico desenvolvido foi empregado nos procedimentos
iniciais da extracédo de benznidazol em solugéo por MEPS e SPE convencional.

Uma vez definidas as condicdes cromatograficas, procedeu-se a
validacdo do método, de acordo com a RDC 166/2017 da ANVISA e o trabalho
de Souza (2007).

6.2 Validacdo de método analitico por Cromatografia a Liquido de Alta

Eficiéncia para analise de benznidazol

Foram validados os parametros de linearidade, precisdo intradia
(repetibilidade) e precisdo intermediéaria (interdias), exatidao, limites de detec¢éo

e quantificacdo e robustez.
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6.2.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada na faixa de 1 a 50 pg/mL, em triplicata, conforme
preconizado pela RDC 166/2017 da ANVISA. A faixa de trabalho escolhida
compreende a concentracdo plasmatica média de benznidazol relatada por
Marson et al. (2013), de 3 a 6 pg/mL em plasma de pacientes adultos, e nos
estudos de Altcheh et al. (2014), cuja concentracdo plasmatica média
encontrada para pacientes adultos foi de 5,81 ug/mL e de 4,53 pg/mL para
criancas. O limite superior da curva em 50 pg/mL deve-se a analise de
benznidazol empregando SPE convencional, cuja solucdo de benznidazol
empregada foi de 20 pg/mL, utilizada para fins de comparacdo com a extracao
realizada por MEPS.

O gréfico de dispersdo da concentracdo versus area sob a curva dos
resultados estd apresentado na Figura 19. Os residuos estao apresentados na

Figura 20.

Figura 19 — Gréfico de dispersdo concentracdo de benznidazol

versus area sob a curva obtidos na avalicdo da linearidade do método

analitico.
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Figura 20 — Grafico de dispersao dos residuos obtidos na avaliacéo

dalinearidade do método analitico.
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A significancia do modelo linear e a falta de ajuste do modelo foi calculada
pela Analise de Variancia (ANOVA) e os parametros estdo descritos na Tabela
12.

Tabela 12 — Parametros obtidos pela Analise de Variancia (ANOVA)
na determinacao da linearidade.

Parametros de Regressao Linear

Coeficiente de Determinacéao (r?) 0,99992
Numeros de pontos (n) 15
Coeficiente angular £ desvio padréao 18,08 + 0,04449
Coeficiente linear = desvio padrao -3,45 +1,2741

F de regresséo calculado 165177,54
F de regresséo tabelado 4,67
F de falta de ajuste calculado 0,43

F de falta de ajuste tabelado 3,63
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O coeficiente de determinacdo (r?) foi maior que 0,99, valor minimo
preconizado pela RDC 166/2017, indicando que 99,992% dos dados obtidos sédo
explicados pelo modelo linear proposto. A equacgdo da reta obtida pelo Método
dos Minimos Quadrados Ordinarios, que minimiza a soma dos quadrados dos
residuos da regresséao foi y = 18,08069x -3,4473.

A partir dos dados apresentados na Tabela 12, verificamos que o F de
significancia da regressdo € maior que o F tabelado, concluindo-se que a
regressdo do modelo é significativa. De maneira similar, o F de significancia da
falta de ajuste do modelo foi menor que o F tabelado, indicando que ndo ha falta

de ajuste.

Os resultados de area em relacdo a concentracdo foram submetidos a
avaliagdo de presenca de valores extremos, ou outliers, pelo método dos
residuos padronizados de Jacknife. Segundo este método, podem ser retirados
até 22% de resultados outliers. Uma vez que a curva analitica analisada contém
seis pontos, em triplicata, o n inicial foi igual a 18, permitindo entéo a retirada de
até quatro outliers, desde que ndo se retirasse todas as replicatas de um nivel.
Foram encontrados trés outliers que foram devidamente retirados e o método

dos minimos quadrados ordinarios reavaliado apds a exclusao destes dados.

Em seguida, foi realizado o teste de Ryan-Joiner para avaliagdo da
normalidade dos residuos. A hipotese nula (Ho), em que os residuos seguem a
normalidade, é testada contra a hipotese alternativa (Ha), em que os residuos
seguem outra distribuicdo de probabilidade. Os residuos sdo entdo avaliados
pelo gréfico de probabilidade normal (grafico quantil-quantil — QQ) e pelo
coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner. Na Figura 21, encontra-se o grafico
QQ obtido na avaliacdo da linearidade.
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Figura 21 — Grafico Q-Q para avaliacdao da normalidade dos

residuos.
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A distribuicdo dos residuos em uma linha reta indica que os residuos
seguem a normalidade, o que é confirmado pelo calculo do coeficiente de Ryan-
Joiner igual a 0,9860, com nivel de significancia p > 0,10. Dessa forma, aceita-
se a hipotese nula e rejeita-se a hipbtese alternativa, isto €, aceita-se a hipotese

de que os residuos seguem a normalidade.

Em seguida, foi avaliada a independéncia dos residuos pelo teste de
Durbin-Watson, cuja hipotese nula (Ho) afirma que os residuos séo
independentes entre si e a hipbtese alternativa (Ha) afirma que ha correlacao
(dependéncia) entre os residuos. Este teste avalia o conjunto de dados entre 0s
limites inferior (do) e superior (du). Sendo os valores de d. e dy calculados para
nivel de significancia a = 0,05 iguais a 1,08 e 2,92, respectivamente, e o valor do
coeficiente de correlagao d calculado a partir dos dados obtidos igual a 2,001,
conclui-se que n&o ha correlagéo entre os residuos. Desta forma, aceita-se a
hipétese nula e rejeita-se a hip6tese alternativa. Portanto, os residuos sdo
independentes entre si. A independéncia também é observada pelo grafico de

Durbin-Watson, apresentado na Figura 22, uma vez que os residuos observados
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versus os residuos imediatamente anteriores se apresentam aleatorios entre os

quatro quadrantes.

Figura 22 — Grafico de Durbin-Watson para avaliacao da

independéncia dos residuos.
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Foi avaliada entdo a homoscedasticidade dos residuos pelo teste de
Brown-Forsythe ou Levene modificado, cuja hipétese nula (Ho) afirma que as
variancias entre os residuos ndo divergem, ou seja, ha homoscedasticidade, e a
hipotese alternativa (Ha) afirma que as variancias sao diferentes e, portanto, ha
heteroscedasticidade. Este teste propde a divisdo dos dados em dois grupos
iguais ou com n parecidos e ent&o calcula-se a mediana dos dois grupos. E ent&o
calculada a média da diferenca entre os residuos e a mediana e a soma dos
quadrados dos desvios, obtendo o t. que € comparado com o valor de t critico
tabelado. O t. calculado foi igual a 0,816 com significancia p igual a 0,4295,
sendo menor que 0,5. Assim, aceita-se a hip6tese nula de que as variancias dos

residuos nao divergem entre si, ou seja, ha homoscedasticidade.

Conclui-se, portanto, que o modelo proposto apresenta regressao

significativa e que nao ha falta de ajuste no modelo linear.
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6.2.2 Precisao

A analise de precisdo em condicbes de repetitividade e precisdo
intermediaria foi demonstrada por meio célculo do desvio padréo relativo obtido
das seis replicatas nos niveis baixo, médio e alto. Os dados estédo apresentados
na Tabela 13.

Tabela 13 — Teor e Desvio Padrao Relativo das amostras analisadas

na precisao.

Nivel de _
Replicata Teor (%) DPR: DPRRr
Concentracéo

101,19
105,36
102,38
101,80
100,28
98,83
97,89
98,55
99,70
100,28
100,67
100,13
98,59
109,13
100,52
99,97
100,60
103,43

1,0 pg/mL 1,82% 2,38%

25,0 pg/mL 0,68% 1,29%

50,0 pg/mL 4,09% 4,09%

S 01~ W N PO OO WODNPFP O OO B WODN PRk

Legenda: DPR, — Desvio Padrdo Relativo da repetibilidade; DPRr — Desvio Padréo

Relativo da Precisdo Intermediaria.

Os trés niveis analisados apresentaram precisdo adequada, uma vez que
os Desvios Padrao Relativos foram menores que 5%, em ambas as condi¢des

de repetibilidade e precisdo intermediaria. Os valores apresentados foram
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comparados pelo teste de Tukey, ndo apresentando diferenca significativa para
p>0,05.

6.2.3 Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo, foram determinados os valores de
recuperacdo obtidos simultaneamente a analise de precisdo. O nivel baixo
apresentou uma recuperacgdo igual a 101, 6%, o nivel médio, 99,5%, e o nivel
alto, 102,0%, demonstrando a exatiddo do método.

6.2.4 Limites de Deteccao e Quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) foram estimados pela
equacao da reta, sendo o LD igual a 0,211 pg/mL e o LQ igual a 0,705 pg/mL.

6.2.5 Robustez

As condi¢les testadas nos ensaios de robustez foram comparadas com a
area e o tempo de retencéo (tr) do analito obtidos no método analitico otimizado.
As respostas para cada condicao estdo descritas na Tabela 14, assim como o
Desvio Padrdo Relativo (DPR) em relacdo aos valores de area do método

otimizado.
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Tabela 14 — Respostas de area e tempo de retencao obtidas no

ensaio de robustez do método analitico.

Condicéo Variagao tr Area DPR
Proporcéo Agua:ACN 62:38 3,493 352,0 4,51%
na fase movel 58:42 3,037 352,8 4,35%
20 °C 3,442 353,1 4,29%
Temperatura
35°C 3,281 351,9 4,53%
0,9 mL/min 3,598 393,6 3,39%

Vazao da fase moével _
1,1 mL/min 2,997 318,0 11,66%

A partir dos dados apresentados na Tabela 14, observa-se que todas as
condicdes apresentam desvios padrao relativos abaixo de 5%, exceto a vazdo
de 1,1 mL/min. Portanto, pode-se inferir que o método é robusto frente a
variacfes de temperatura, proporcdo de fase movel e vazdes de fase movel
menores, mas deve-se ter cuidado em vazbes ligeiramente maiores que 1,0

mL/min.

6.3 Desenvolvimento de método bioanalitico por MEPS-CLAE-UV para a

analise de benznidazol em plasma humano

O método cromatografico empregando na andlise de amostras de plasma
foi muito similar ao método analitico desenvolvido e validado, apresentado nas
secdes anteriores. Entretanto, foi necesséario otimizar o volume de injecéo,

passando de 20 para 40 uL, a fim de aumentar a detectabilidade do método.

Considerando-se as especificagdes de Snyder et al (1997) para a selecao
de padrédo interno, assim como os padrdes internos utilizados em métodos
bioanaliticos para andlise de benznidazol descritos na literatura (DAVANCO,
2015; GUERRERO et al., 2011; PINAZO et al., 2013), optou-se pela utilizacéo

do farmaco anestésico benzocaina como padréo interno.
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Em relacdo a etapa de extracao, inicialmente foram realizados os testes
empregando a técnica MEPS para analise de benznidazol em solucdo aquosa,
com adicdo do padrdo interno benzocaina, para verificacdo da capacidade de
extracao.

As condicdes utilizadas nessa etapa foram as seguintes: condicionamento
do cartucho contendo fase C18 com 250 pL de metanol, seguidos de 250 pL de
agua ultrapurificada e aplicacao de solucdo contendo benznidazol e benzocaina,
ambos na concentracdo de 20 pg/mL. Na sequéncia, foram feitos 5 ciclos de
aspiracado e ejecdo de 100 L, lavagem com 4 vezes de 100 pL de agua
ultrapurificada e eluicdo com 3 vezes de 50 pL de acetonitrila. Para lavagem do
cartucho depois de cada amostra, foram realizadas 4 aspira¢des de 100 pL de
acetonitrila e posterior ejecao, seguidos de 4 aspiracdes e ejecdo de 100 L de
agua ultrapurificada. A escolha de acetonitrila para a eluicdo de benznidazol foi
feita considerando-se a adequada solubilidade do farmaco neste solvente. Da
mesma forma, o uso de acetonitrila na lavagem é justificado pela solubilidade do

farmaco e padréo interno, evitando-se carry-over.

Contudo, observou-se o efeito residual em andlise de amostras
subsequentes. A fim de eliminar este efeito, a etapa de lavagem apd6s cada
amostra foi otimizada para 4 ciclos de 250 puL (volume méaximo da seringa de
MEPS utilizada) de acetonitrila, seguida de 4 ciclos de 250 yL de &gua
ultrapurificada, conforme proposto por Said et al. (2012). A otimizacdo da

lavagem mostrou-se efetiva para eliminacdo do carry-over.

A fim de diminuir a perda de benznidazol na etapa de lavagem (clean-up)
anterior a dessorcao, reduziu-se a lavagem para dois ciclos de aspiracédo e
ejecao de agua ultrapurificada, o que resultou em uma diminuicdo média de 6%

de perda para uma média de 3%.

Foram testados os sorventes C2, C8, C18 e modo misto M1 de troca
ibnica, para determinacao da fase extratora que apresentaria maior recuperacao.

As recuperag0Oes obtidas estao descritas na Tabela 15.
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Tabela 15 — Resultados de recuperacao de benznidazol para

diferentes sorventes em MEPS.

Recuperacdo de Recuperacéo de DPR
Sorvente _ .
Benznidazol (%) Benzocaina (%) (n=3)
Cc2 0,94 1,05 19,66%
Ccs8 7,34 10,42 1,81%
C18 11,04 18,58 7,20%
M1 7,47 9,63 2,38%

Conclui-se, a partir dos dados da Tabela 15, que a fase extratora C18
apresenta maior recuperacao para o analito de interesse, assim como para o
padrao interno. Uma vez que as fases mais polares, C2 e M1, ndo apresentaram
boa recuperacéo, ndo se realizou testes em cartucho de silica pura. O cartucho

comercial C18 foi escolhido como sorvente e submetido a otimizacao.

Considerando-se a dimensédo do cartucho, assim como a quantidade
reduzida de material extrator, optou-se por realizar previamente a etapa de
precipitacdo de proteinas. Além de evitar entupimentos e, consequentemente, a
deterioracdo do cartucho e reducdo do seu tempo de vida util, a precipitacdo
deixa as moléculas do farmaco mais disponiveis para serem extraidas, ja que
causa rompimento da ligacdo farmaco-proteina. Esta etapa foi avaliada e
otimizada utilizando-se 0s agentes precipitantes acido tricloroacético, nas
concentracbes de 30% p/v e 10% p/v em &gua; acido tricloroacético na
concentracdo de 10% p/v, em acetonitrila; e acetonitrila. Segundo o estudo de
Polson et al. (2003), o acido tricloroacético apresenta melhores recuperagcdes em
plasma humano na propor¢ao 1:1, seguida de 1,5:1, 0,5:1 e 2:1. J& a acetonitrila
apresenta maiores recuperacdes na propor¢cao 4:1. Entretanto, esta proporcéo
causaria uma grande diluicdo da amostra e preferiu-se avaliar as propor¢des de
1:1, 2:1 e 2,5:1, que obtiveram recuperagdes acima de 88% nos testes feitos por

agueles autores.
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As solucbes de trabalho contendo benznidazol e o padrdo interno
benzocaina foram preparadas de forma a obter uma concentracéo final igual a 5
pug/mL, concentragdo plasmatica média do benznidazol. Foram utilizados entéo
900 pL de plasma, fortificados com 100 pL de solucéao padrdo. Apos dois minutos
no vortex, adicionaram-se diferentes volumes de agente precipitante para que
fossem obtidas as proporcfes descritas na Tabela 16. As recuperacdes médias
obtidas para cada teste, assim como o desvio padrao relativo das replicatas,

estdo apresentados nessa mesma tabela.

Tabela 16 — Resultados da otimizag&o da etapa de precipitacéo de

proteinas.

Agente . Recuperagcdo do  Recuperagéo do DPR

precipitante Proporgao benznidazol (%) benzocaina (%) (n=3)
0,5:1 5,60% 11,05% 4,16%

TCA 30% plv 1:1 5,48% 10,51% 8,36%
2:1 3,72% 5,69% 2,58%

0,5:1 8,88% 16,09% 4,96%

TCA 10% plv 1:1 10,02% 21,14% 5,91%
2:1 9,15% 14,85% 1,76%
1:1 0,33% 0,70 12,92%

ACN 2:1 0,34% 0,56 8,03%
2,5:1 0,31% 0,53 8,03%

As amostras obtidas pela precipitagdo com &cido tricloroacético em
acetonitrila apresentaram grande turvacao, o que indica que a precipitacdo nao
foi bem-sucedida e, portanto, ndo foram submetidas a extracao por MEPS e
analise por CLAE a fim de evitar danos no cartucho extrator e na coluna

cromatografica.

Observa-se, a partir dos dados da Tabela 16, que a recuperacdo do
analito pela precipitagdo com acetonitrila foi extremamente baixa. Esse resultado
sugere que ocorre competicdo entre este agente precipitante no qual esta

presente a amostra e a fase extratora. Percebe-se que ha uma maior afinidade



101

do benznidazol pelo eluente, o que diminui a sua retencdo. A fim de obter
recuperacbes mais altas com acetonitrila, procedeu-se a evaporacdo da
acetonitrila apds a precipitacdo e ressuspensao em 90% de agua e 10% de
acetonitrila, de forma a solubilizar o analito e, ao mesmo tempo, favorecer o
equilibrio no sentido da retencdo do benznidazol na fase estacionaria. A
evaporacao foi realizada em concentrador a vacuo, a 45 °C, por 2 horas. Os

resultados médios estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 — Resultados da otimizac&o da etapa de precipitacdo com

acetonitrila ap0s evaporacao e ressuspensao.

Recuperacéao Recuperacéao

Agente . DPR
- Proporcdo  de benzidazol de benzocaina
precipitante (n=3)
(%) (%)
1:1 10,45% 18,35% 13,44%
ACN 2:1 9,85% 17,20% 1,88%
2,51 6,30% 10,60% 7,77%

A insercdo de mais uma etapa de preparo de amostra, com um tempo
superior a 2 horas, ndo se mostrou vantajosa. Portanto, optou-se pela escolha
do agente precipitante 4cido tricloroacético, na concentracdo de 10% p/v, na

proporcao de 1:1.

Otimizada a etapa de precipitacdo de proteinas, procedeu-se a otimizacdo
da etapa de extracdo por MEPS por meio de planejamento fatorial 24 O
planejamento fatorial 2* combina todas as variaveis estudadas (4) em todos os
niveis definidos (2). Baseando-se nos trabalhos de Siqueira; Fernandes; César
(2020) e Viana et al. (2014), definiu-se como variaveis a serem otimizadas
aguelas que possuem maior impacto na extracdo. Tendo ja definido a fase
extratora (C18) e otimizado a etapa de precipitacdo de proteinas, com diluicdo
do plasma na proporcao 1:1 com o agente precipitante, avaliou-se as seguintes
variaveis: volume de plasma utilizado (x1), nimero de ciclos de aspiracdo e
ejecao da amostra (x2), volume do solvente de dessorcéao (xs3), € o volume de

aspiracdo da amostra (x4). Os niveis avaliados foram: 500 pL e 1000 pL de
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volume de plasma; 5 e 15 ciclos de aspiracao e ejecao; 3 vezes 50 L e 3 vezes
150 pL do solvente de dessorcéo; e 50 uL e 150 pL de volume de aspiracdo da
amostra. Os experimentos foram divididos em dois blocos, sendo cada bloco
realizado em um dia, e trés replicatas no ponto central em cada bloco. O volume
aspirado de sobrenadante foi igual ao nivel da variavel x1 de cada experimento.
Apos a dessorcdo com acetonitrila, o eluato foi diluido com 60% de agua
ultrapurificada — proporcdo de agua na fase mével - antes da injecdo em
cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia para evitar distorcdo do pico
cromatografico. A matriz com as variaveis codificadas e decodificadas estdo
apresentadas nas paginas 75 e 76. A recuperacao de benznidazol foi avaliada

por meio do software Design Expert versao 10.0.7.

Os graficos apresentados a seguir fornecem informacdes sobre a
influéncia de cada variavel e suas interacdes para a recuperacao de benznidazol.
O grafico “Normal Plot”, apresentado na Figura 23, apresenta a variavel volume
de aspiracao de plasma, definida como “D” ou x4, como a variavel que apresenta
maior impacto na recuperacao, uma vez que se apresenta mais afastada da linha
préximo a zero do efeito padronizado. O impacto desta variavel é facilmente
observado pelo grafico de Pareto, na Figura 24, em que o valor de t para o efeito
é maior que o t limite, em 2,45. E possivel observar que as demais variaveis,
guando observadas independentemente, ndo exercem grande influéncia na
recuperacdo, mas as interacdes entre elas sdo significativas. A interacdo de
terceira ordem ACD, sendo ela as intera¢gdes entre o volume de plasma aspirado,
o volume de acetonitrila na dessorcdo e o volume de aspira¢do no plasma, é
bastante significativa para a recuperacéo, assim como a interacdo também de
terceira ordem BCD, entre numeros de ciclos, volume de acetonitrila na
dessorcdo e volume de aspiragcdo do plasma. Em seguida, observa-se a
influéncia da variavel de segunda ordem AC, entre volume de plasma e o volume
de dessorcéo, estando relacionadas com a pré-concentracdo da amostra. Estas
duas variaveis também séo significativas de forma independente, mas nédo mais
que a interacdo entre elas. As demais interacdes e a variavel B (nimero de ciclos
de aspiracéo), quando avaliada sozinha, ndo influenciam a recuperacédo, uma

vez que o valor de t para o efeito € menor que o t limite, no grafico de Pareto, ao
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mesmo tempo que se apresentam proximos ao valor zero estabelecido pela linha

no gréfico Normal Plot.

Figura 23 — Grafico Normal Plot do Planejamento Fatorial 24 para

otimizacado da extracdo por MEPS.
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Figura 24 — Grafico de Pareto do Planejamento Fatorial 24 para

otimizacao da extracdo por MEPS.
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Foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) dos residuos pelo proprio
software, que apresentou significancia do modelo linear com valor de F igual
10,70 para probabilidade com o valor de p igual a 0,0080. A falta de ajuste do
modelo apresentou o valor de F igual 0,13 para probabilidade com o valor de p
igual a 0,7387, concluindo-se, portanto, que ndo ha falta de ajuste. O coeficiente

de determinacéo (r?) foi igual a 0,9698.

Para a analise dos residuos, obteve-se os graficos Normal Plot, residuos
versus valores preditos, residuos versus corrida, e valores preditos versus
valores reais. A distribuicao dos residuos no grafico Normal Plot, apresentado na
Figura 25, demonstra que o0s residuos padronizados pelo t de Student
apresentam distribuicdo normal de probabilidade, uma vez que se encontram

préximos a reta.

Figura 25 — Grafico Normal Plot do Planejamento Fatorial 24 para
otimizagao da extrag&o por MEPS.
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Observa-se na Figura 26, grafico residuos versus valores preditos, assim
como na Figura 27, grafico residuos versus corrida, que os valores padronizados
pelo t de Student dos residuos estdo dentro dos limites estabelecidos pelo t

limite, designado pela linha vermelha no grafico, o que indica que as
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observacdes estdo bem ajustadas ao modelo proposto. Além disso, o fato dos

residuos estarem proximos de zero indica pouca variacao dos erros.

Figura 26 — Grafico Residuos vs Valores Preditos do Planejamento

Fatorial 2% para otimizacédo da extracdo por MEPS.
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Figura 27 — Grafico Residuos vs Corrida do Planejamento Fatorial 24

para otimizacao da extracdo por MEPS.
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Além disso, o gréafico valores preditos versus valores reais (Figura 28)
demonstra boa correlacdo linear entre os valores preditos pelo modelo e os

valores obtidos experimentalmente.

Figura 28 — Grafico Valores Preditos vs Valores Reais do

Planejamento Fatorial 2% para otimizacdo da extracédo por MEPS.
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Os gréficos de superficie de resposta obtidos na otimizacdo das
condicdes de extracdo pelo planejamento fatorial 2* estdo na Figura 29 a seguir.
Na Figura 29A, observa-se ligeira inclinacdo, que indica que existe interacao
entre as variaveis: volume de plasma e numero de ciclos. Entretanto, a maior
parte da superficie de resposta apresenta-se verde, indicando baixa
recuperacdo. Uma pequena éarea da superficie de resposta apresenta-se
amarela, onde os resultados sdo mais favoraveis, referindo-se ao nivel
codificado -1 para o volume de plasma (500 pL) e indiferente para a variavel
namero de ciclos, uma vez que ela se apresenta amarela na faixa de resposta
para-1,0e +1. Na Figura 29B, j4 ha a presenca de uma area avermelhada, que
indica respostas maximas, para as variaveis -1 para volume de plasma (500 pL)
e -1 para volume de acetonitrila na etapa de dessorcédo (3 vezes de 50 pL).
Novamente, a inclinacao do grafico demonstra interacdo entre as duas variaveis.
A Figura 29C apresenta uma superficie alaranjada para a area com variavel -1
para volume de plasma (500 uL) e -1 para volume de aspiracéo (50 pL). A analise

da Figura 29D sugere que maiores recuperacdes sao obtidas em volumes
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menores de acetonitrila utilizada na dessorcéo (nivel -1 para esta variavel), mas
com numeros de ciclos maiores ou igual a 10 (niveis 0 e +1 para variavel B ou
x2). Na Figura 29E, analisando as variaveis numero de ciclos e volume de
aspiracdo da amostra, ha maiores recuperac¢des quando se utiliza maior numero
de ciclos e menor volume de aspiracdo. E, por fim, na Figura 29F, as
recuperacdes sdo maiores quando se utiliza menor volume de aspiracdo da

amostra e menor volume de dessorgao.

As superficies de resposta indicam que recuperacdes mais altas sao
obtidas com menores volumes de amostra e volume de dessor¢éo, o que sugere
que a técnica de MEPS é eficiente para pré-concentracdo da amostra. Como
observado no grafico de Pareto, a varidvel numero de ciclos ndo influencia tanto
a resposta de forma independente, mas a sua interacdo, principalmente com
volume de dessorcéo e de aspiracdo do plasma, em terceira ordem, é bastante

significativa.
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Figura 29 — Superficies de resposta do Planejamento Fatorial 24 para otimizacdo da extracéo por MEPS.
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Destarte, pode-se inferir que a andlise multivariada por meio de
planejamento fatorial ndo s6 permite a otimizacdo de diversas variaveis em
diferentes niveis simultaneamente, como também fornece informacdes sobre as
interacbes entre estas variaveis que ndo seriam observadas em estudos

univariados.

Utilizando-se a funcdo desejabilidade do software Design Expert para
selecdo da melhor condicdo de extracdo, objetivando maiores recuperacoes,
obteve-se as condi¢Oes apresentadas na Tabela 18, com desejabilidade igual a
0,89.

Tabela 18 — Otimizac¢éo das condi¢gdes de extragédo por MEPS
segundo a funcao desejabilidade do software Design Expert.

Variavel Nivel codificado Nivel real
Volume de plasma -0,99 500 pL
NUmero de ciclos -0,32 10
Volume de ACN para
. -0,99 3 x50 pL
dessorcéo
Volume de aspiracdo
0,14 100 pL
da amostra
Recuperacdo prevista 21,32%

As condi¢Bes 6timas obtidas por meio do planejamento experimental
indicam que um menor volume de plasma apresenta maiores recuperacgdes, 0o
qgue pode ser explicado pela passagem de toda amostra pelo sorvente,
permitindo que o analito seja mais extraido. Observa-se também que o nimero
de ciclos intermediario, assim como o volume intermediario de aspiracdo da
amostra, é suficiente para uma boa recuperacdo, uma vez que maiores numeros
de ciclos e volume de aspiracdo de amostra néo refletiram em maiores ganhos.
O volume menor de solvente de dessor¢ao produziu melhores resultados, uma
vez que o analito é pré-concentrado. Dessa forma, as variaveis volume de
plasma e volume de acetonitrila para dessorcdo apresentaram, por meio do

planejamento fatorial, resultados esperados, enquanto as variaveis numeros de
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ciclos e volume de aspiracdo da amostra demonstram que nem sempre valores

mais altos resultam em maiores recuperacoes.

Foi entéo realizado um teste, em triplicata, nas condi¢cdes acima tabeladas
e avaliada a recuperacdo. Obteve-se uma recuperacdo de 24,64% para
benznidazol e de 38,13% para o padrdo interno, sendo a razao analito/padrao
interno igual a 0,65. Como pode-se perceber, a recuperagao obtida foi bem

préoxima do valor previsto no teste de desejabilidade.

Visando favorecer o aumento da extracao do benznidazol pelo sorvente,
e preservar o cartucho de extracdo de grandes variagOes de pH, procedeu-se
aos testes com uso de tampao acetato 0,01 mol/L pH 4,0. O tampao foi utilizado
no preparo das solucdes de benznidazol e padréo interno, na proporcéo de 80%
para 20% de acetonitrila na solugcdo estoque e 90% de tampéao para 10% de
acetonitrila nas solugdes de trabalho, além do seu uso na etapa de lavagem dos
interferentes. Obteve-se uma recuperacdo média de 11,61% de benznidazol.
Tais resultados foram menores do que os obtidos utilizando-se dgua ao invés de
tampao, cuja recuperacdo média foi igual a 24,64% (obtida pela otimizacdo do
planejamento fatorial).

Também foi testada uma concentracdo maior do tampdao acetato, em 0,05
mol/L, em pH 4,0, adicionando o tampé&o ao sobrenadante obtido apo6s a etapa
de precipitacdo de proteinas para maior efeito tamponante. O tampao foi
adicionado nas proporcbes 0,5:1 e 1:1 de tampdo para sobrenadante.
Entretanto, os valores de pH medidos foram iguais a 0,81 para a propor¢ao de
0,5:1 e de 0,86 para a proporcao de 1:1. Além disso, as recuperacdes ainda se
mantiveram menores do que as obtidas com agua: 14,23% para a propor¢ao de

0,5:1 e de 16,24% para a proporgao de 1:1.

Testou-se, ainda, a utilizacdo do tampéao TRIS em pH 9,40 que, apos
mistura com o sobrenadante do precipitado na propor¢ao de 1:1, apresentou pH
igual a 0,95. Porém, os valores obtidos para a recuperagdo foram ainda menores:

8,97%, na média.
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Assim sendo, optou-se pela nao-utilizacdo de tampao a fim de obter
maiores recuperacdes. Os cartuchos de C18 a base de silica sofreram maiores
deterioragBes com a utilizacdo do acido tricloroacético como agente precipitante
e agua e acetonitrila no preparo das solucdes, e, portanto, tiveram menor tempo
de vida util. Entretanto, mesmo em pH baixo, foi possivel realizar cerca de 50

extracdes por cartucho.

Para fins de comparacédo, foram realizados dois testes utilizando SPE
convencional, utilizando cartuchos Strata® e Hydra® C18. Foram realizadas
triplicatas em cada cartucho, aplicando-se 1 mL de solucdo padrao de
benznidazol a 20 pg/mL, em 80% de tampé&o acetato pH 4,0 e 20% de
acetonitrila. Obteve-se uma recuperacdo média de 97,1% de benznidazol para
analises realizadas em cartuchos Strata®, e de 86,4% para as analises
realizadas em cartuchos Hydra®. A maior recuperacao do cartucho Strata® se
deve a maior quantidade de sorvente (500 mg, enquanto o cartucho Hydra®

contém somente 100 mg) do cartucho.

Como era esperado, a recuperacdo obtida com a SPE convencional é
superior aquela obtida com a MEPS. Isso se deve, principalmente a quantidade
superior de sorvente presente nos cartuchos de SPE. Entretanto, como sera
demonstrado na aplicacdo do método MEPS desenvolvido na analise de
amostras de plasma, esta técnica, apesar de empregar apenas 2 mg de
sorvente, foi capaz de extrair uma quantidade de analito suficiente para

determinacdo em amostras reais.

Além disso, apesar da alta recuperacdo obtida, a SPE convencional
apresenta a desvantagem da utilizacdo de cartuchos descartaveis, além do alto

consumo de solvente de alto grau de pureza.
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6.4 Validacdo de método bioanalitico por Cromatografia a Liquido de Alta

Eficiéncia para analise de benznidazol em plasma humano

O método desenvolvido para analise de benznidazol em plasma humano,
utilizando precipitacdo de proteinas e MEPS no preparo de amostras e
cromatografia liquida com deteccao no ultravioleta nas etapas de separacao e
detecgéo, foi validado conforme a RDC 27/2012 da ANVISA. Os parametros
validados foram: seletividade, efeito residual, efeito matriz, curva de calibragéo,
precisao (intra-corrida e inter-corridas), exatidao e estabilidade. Os resultados da

validacdo bioanalitica sdo discutidos a seguir.

6.4.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade, foram analisadas quatro amostras de
plasma branco (normais), uma amostra lipémica e uma amostra hemolisada.
Essas amostras foram submetidas aos procedimentos de precipitacdo de
proteinas e extracdo por MEPS e posteriormente analisadas por CLAE-UV. Os

cromatogramas para cada amostra estao na Figura 30.

Figura 30 — Cromatogramas das amostras normais, lipémica e

hemolisada e no LIQ para analise de seletividade do método bioanalitico.
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A partir da andlise dos cromatogramas obtidos, observam-se
cromatogramas sem picos interferentes nos tempos de retengéo do analito e do

padrao interno, além de baixo ruido.

Também foram analisadas amostras de plasma fortificadas com cafeina,

nicotina e paracetamol, a fim de comprovar a seletividade do método para os
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potenciais interferentes presentes na circulacdo sanguinea da maioria dos
individuos. As concentracdes analisadas foram: 1 pg/mL de cafeina, 10 ng/mL
de nicotina, e 20 pg/mL de paracetamol, concentracdes plasmaticas usuais

destes analitos. Os cromatogramas obtidos estdo na Figura 31.

Figura 31 — Cromatogramas das amostras fortificadas com cafeina,
nicotina e paracetamol para analise de seletividade do método

bioanalitico.
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Os cromatogramas das amostras de cafeina e nicotina ndo apresentaram
picos interferentes proximo aos tempos de retencdo do analito e do padréo
interno, demonstrando a seletividade do método. No cromatograma da amostra
de paracetamol, eluiu um pico com tempo de retencédo de 3,405, proximo ao
tempo de retencdo do pico do benznidazol. Entretanto, a area é inferior a 20%

da area do benznidazol, como preconizado pela RDC 27/2012.
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6.4.2 Efeito Residual

Para analise do efeito residual, ou carry-over, foram realizadas trés
injecdes de uma mesma amostra branco, sendo uma antes e duas apos a injecao
da amostra de concentracdo igual ao Limite Superior de Quantificacdo (LSQ),
definido em 6,0 pg/mL. Foi avaliado se havia a presenca de picos no tempo de
retencdo do analito e padrdo interno e suas respectivas areas. Os
cromatogramas das trés injecdes da amostra branco estdo apresentados na

Figura 32.

Figura 32 — Cromatogramas da amostra branco para andlise de

efeito residual do método bioanalitico.
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E possivel inferir, a partir da andlise visual dos cromatogramas, que n&o
ha efeito residual ou carry-over no método utilizado, uma vez que nao se observa
picos nos tempos de retencéo do analito e do padréo interno, apenas um ligeiro

ruido.
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6.4.3 Efeito Matriz

O efeito matriz foi avaliado por meio do calculo do fator de matriz
normalizado (FMN), dos resultados obtidos para as amostras de CQB e CQA, e

os resultados, assim como os DPR para cada amostra, estdo na Tabela 19.

Tabela 19 — Fatores de Matriz Normalizados e Desvios Padrao

Relativo para andlise de efeito matriz do método bioanalitico.

Amostra FMN
cQB CQA

Normal 1 0,2561 1,2439
Normal 2 0,2564 1,2447
Lipémico 0,2561 1,2437
Hemolisado 0,2564 1,2445
Média 0,2562 1,2442
DPR 0,1048 0,0571

Segundo a RDC 27/2012, a matriz ndo causa efeito na resposta do analito
ou do padréo interno se o DPR for inferior a 15%. Dessa forma, o método

bioanalitico desenvolvido ndo apresenta efeito matriz.

6.4.4 Curva de Calibracao

Foram construidas trés curvas de calibracdo nas concentracdes de 0,5
pg/mL a 6,0 pug/mL para avaliacdo da linearidade. As curvas foram plotadas
segundo as razdes das areas do analito pelas areas do padréo interno em funcao
da concentracdo. Os valores obtidos para cada nivel da curva foram avaliados
de acordo com o preconizado pela RDC 27/2012, sendo eles: desvio menor ou
igual a 20% em relag&o a concentragdo nominal para amostras no Limite Inferior
de Quantificacdo (LIQ) e desvio menor a 15% em relacdo a concentragdo
nominal para as amostras nos demais niveis de concentracdo. Os desvios em

relacédo a concentracdo nominal estdo apresentados na Tabela 20. A partir desta
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analise, identificou-se um valor outlier, sendo ele o nivel 4,0 ug/mL da segunda
curva analisada. Estes valores foram devidamente excluidos e as trés curvas
plotadas. As trés curvas obtidas na avaliacao da linearidade estdo apresentadas

na Figura 33.

Tabela 20 — Desvios em relagdo a concentragcdo nominal para
avaliacdo da linearidade do método analitico.

Concentracéao

Nominal Curval Curva 2 Curva 3

(Hg/mL)
0,5 -15,58% -4,54% 2,66%
1,0 -0,47% 7,33% 1,74%
2,0 10,43% -9,04% -5,52%
3,0 -0,03% 3,41% -2,43%
4,0 -2,37% 24,06% 5,55%
5,0 -3,78% 3,49% 1,13%

6,0 2,68% -2,44% -2,10%
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Figura 33 — Curvas de calibracdo obtidas para avaliacdo da

linearidade do método bioanalitico.
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Observa-se, a partir da analise dos graficos, que ha correlacao linear, com
coeficientes de determinacdo (r?) acima de 0,99. Segundo os critérios de
aprovacao da RDC 27/2012, as trés curvas de calibracdo estdo aprovadas, uma
vez que apresentam mais de 75% dos pontos da curva aprovados com desvio

inferiores a 15% e 20% no LIQ, e seis pontos de calibracao, incluindo LIQ e LSQ.

6.4.5 Precisao

A andlise da precisao foi realizada em cinco niveis, sendo eles: LIQ (0,5
pg/mL), CQOB (1,0 pg/mL), COM (3,0 pug/mL), CQA (5,0 ug/mL) e CQD (8,0
pug/mL). Foram realizadas triplicatas em cada nivel de concentracéo por dia de
andlise. Para analise da precisao intradia ou intracorrida, calculou-se os DPR de
cada nivel, em cada corrida analitica. Para a andlise da precisdo intermediéria,
ou intercorridas, 0s cinco niveis de concentracao foram analisados por trés dias,
em triplicata por dia de analise, obtendo-se o DPR de cada nivel das 9 amostras
analisadas. Os valores médios obtidos na precisao intracorrida e intermediéria

estdo na Tabela 21.

Tabela 21 — Desvios Padréo Relativos (DPR) para avaliagéo da

precisdo do método analitico.

ivel de Dia 1 Dia 2 Dia 3 Intlze)rrrerfé?j?gria
Concentracéo (n=3) (n=3) (n=3) (n=9)
LIQ 11,77% 9,89% 7,40% 11,64%
CQB 11,73% 5,03% 2,15% 9,31%
CQOM 6,60% 9,60% 5,76% 10,67%
CQA 0,69% 2,78% 7,74% 517%
CQD 7,15% 6,75% 5,46% 8,06%

A partir dos dados da Tabela 21, observa-se que ndo ha DPR superior a
15%, nem mesmo no Limite Inferior de Quantificacédo (LIQ), para o qual aceita-
se, segundo RDC 27/2012, até 20% de desvio. Portanto, conclui-se que o

método analitico apresenta precisao intra e intercorridas.
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6.4.6 Exatidao

A exatiddo do método bioanalitico foi demonstrada por meio do calculo de
Erro Padrdo Relativo (EPR) em relacdo a concentragcdo nominal das amostras
analisadas no ensaio de precisdo. Os Erros Padrdo Relativos obtidos para os
cincos niveis de concentracdo (LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD) estdo
apresentados na Tabela 22. E importante salientar que para o calculo da
concentracdo média determinada, utilizou-se a equacdo da reta obtida pela
curva de calibracdo 3, cujo ensaio foi realizado proximo ao ensaio para preciséao

e exatidao.

Tabela 22 — Erros Padréo Relativos (EPR) para avaliacdo da

exatidao do método analitico.

_ , _ Exatiddo
Dia 1 Dia 2 Dia 3 ]
Nivel de Intracorridas
Concentragao CMD CMD CMD CMD
EPR EPR EPR EPR
(ug/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (ug/mL)
LIQ 0,54 7,50% 0,61 15,63% 0,53 0,93% 0,56 12,00%
CQB 0,95 -4,79% 1,10 9,59% 1,09 9,37% 1,05 4,72%
CQM 2,60 -13,36% 3,04 1,48% 3,10 3,30% 2,91 -2,86%
CQA 5,01 0,27% 5,27 5,44% 5,00 -0,05% 5,09 1,89%
CQD 7,20 -9,99% 756  -551% 8,14 1,79% 7,63 -4,57%

Legenda: CMD - Concentracdo Média Determinada; EPR — Erro Padrdo Relativo.

Segundo a RDC 27/2012 da ANVISA, o Erro Padréo Relativo ndo pode
ser superior a 15% das concentracdes nominais, exceto no LIQ em que se aceita
até 20%. Uma vez que nédo se observa valores superiores ao permitido, conclui-

se que o metodo bioanalitico desenvolvido apresenta exatiddo adequada.
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6.4.7 Estabilidade do analito e do padréo interno em solucao

Para analise de estabilidade em solucéo, foram analisadas trés amostras
da solucéo primaria de benznidazol e de padréo interno e trés amostras da
solucéo de trabalho na concentracdo do Limite Inferior de Quantificacéo (LIQ).
Uma vez que a solucdo priméria foi preparada na concentracdo de 1 mg/mL,
uma concentracdo bastante alta para andlise em sistema cromatogréfico, as
amostras destas solucdes foram diluidas para 5,0 pg/mL. Todas as amostras
foram injetadas logo apds o preparo e apds um dia, para a solucao primaria, e
apos trés dias, para as solucdes de trabalho, pois foi observado um decaimento
da solubilidade na solucdo primaria de benznidazol, apés trés dias. Tal
decaimento pode ter ocorrido pela baixa concentracdo de acetonitrila na solucéo,
solvente no qual o farmaco € mais soltvel. Entretanto, o baixo percentual deste
solvente € necessario para que o deslocamento do equilibrio seja favorecido no
sentido da retencdo do farmaco pela fase estacionaria. A diferenca de
concentracdo para a estabilidade em solucédo primaria, diluida para 5,0 pg/mL,
foi igual a -0,71%, com DPR igual a 0,50%. Para a estabilidade em solucdo de
trabalho na concentracdo do LIQ, a diferenca de concentracéo foi igual a -6,97%,
com DPR de 4,76%.

Uma vez que as diferencas de concentracdo iniciais e finais foram
menores que 10%, como preconizado pela RDC 27/2012, conclui-se que o
analito e o padrédo interno sdo estaveis se observados o uso de solugbes

primarias em até um dia e o uso das solucfes de trabalho até trés dias.

6.4.8 Estabilidade em matriz biolodgica

A estabilidade do analito em matriz biolégica foi avaliada e validada por
meio de ensaios de curta e longa duragédo, de ciclos de congelamento e
descongelamento e estabilidade pés-processamento, além da estabilidade do

analito em solucéo, nos niveis de CQB e CQA, em triplicata.
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Inicialmente, as amostras de estabilidade foram fortificadas com analito e
padrdo interno e submetidas as condi¢cbes de estabilidade de cada ensaio. Os
resultados obtidos nessas condi¢cdes demonstraram uma reducdo da &rea do
padrdo interno pela metade, indicando que, provavelmente, o farmaco
benzocaina havia se ligado e precipitado com as proteinas plasmaticas. Ao
mesmo tempo, observou-se que as amostras que sofreram precipitacdo de
proteinas logo apés a etapa de fortificacdo do plasma, apresentavam maior
estabilidade. Destarte, procedeu-se a analise de estabilidade com as amostras
fortificadas e precipitadas com acido tricloroacético 10% p/v na proporc¢éo de 1:1
e, em seguida, centrifugadas. A estabilidade foi medida pela diferenca percentual
da raz&o entre as concentracdes médias determinadas no tempo zero e apoés as
condi¢cdes de estabilidade descritas na secdo de métodos. A diferenca das
razdes das areas de benznidazol e padrdo interno, nos ensaios em que se
adicionaram o padrdo interno e procedeu-se imediatamente a etapa de

precipitagédo, estao contidas na Tabela 23.

Tabela 23 — Diferenca das razfGes das areas do analito e padrao
interno nas condicdes iniciais e finais para analise de estabilidade em

matriz bioldgica.

COB CQA
Ensaio Diferenga Diferenca
entre as DPR entre as DPR
razdes BZN/PI razdes BZN/PI
Curta Duragéo -0,59% 0,42% 9,35% 6,94%
Longa Duragé&o 1,50% 1,07% -2,00% 1,40%
Pd&s-Processamento 6,27% 4,58% 11,80% 8,87%

Para a analise de estabilidade de ciclos de congelamento e
descongelamento foi realizado um ensaio com a amostra fortificada somente
com o analito, simulando uma amostra real, em trés ciclos de congelamento e
descongelamento, e um ensaio com a amostra fortificada com analito e padréo

by

interno, submetida a precipitacdo e centrifugacdo, em um unico ciclo de
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congelamento e descongelamento. No primeiro ensaio, o padrao interno foi
adicionado as amostras ao final dos trés ciclos de congelamento e
descongelamento, realizando-se a etapa de precipitacdo imediatamente apos.
Os resultados do ensaio de estabilidade de ciclos de congelamento e

descongelamento estdo na Tabela 24.

Tabela 24 — Diferenca das razGes das areas do analito e padrédo
interno nas condicdes iniciais e finais para analise de estabilidade de

ciclos de congelamento e descongelamento.

CcQB CQA
Ensaio Diferenca Diferenca
entre as DPR entre as DPR
razbes BZN/PI razbes BZN/PI

Ciclos de Congelamento

e Descongelamento (1 4,26% 3,07% 5,29% 3,85%

ciclo)

Ciclos de Congelamento

e Descongelamento (3 -2,25% 1,57% -11,34% 7,59%

ciclos)

De acordo com a RDC 27/2012 da ANVISA, a estabilidade é demonstrada
quando ndo se observa perda superior a 15%. Assim sendo, o analito é estavel
em matriz biolodgica, quando observada rigorosamente a etapa de precipitacédo

logo apéds a adicdo do padrédo interno.

6.5 Aplicagdo de método bioanalitico desenvolvido e validado para analise

de benznidazol em plasma humano

A fim de demonstrar a aplicagdo do método bioanalitico desenvolvido e

hY

validado, procedeu-se a analise de amostras de voluntarios sadios que

receberam dose oral de benznidazol, de acordo com seu peso corporal. As
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concentracdes plasmaticas foram calculadas por meio da equacéo da reta obtida

e o0s resultados dos trés voluntarios estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25 — Concentracdes plasmaticas de benznidazol de

voluntarios sadios que administraram o farmaco.

Voluntario Concentracdo Plasmatica de Benznidazol
(Hg/mL)
1 2,66
2,49
3,63

As concentracfes plasmaticas encontradas estdo de acordo com as
faixas descritas por Altcheh et al. (2014) e Marson et al. (2013), de 3 a 6 pg/mL,
e por Raaflaub; Ziegler (1979), de 2,2 a 2,8 ug/mL, o que demonstra que o
método desenvolvido e validado poderéa ser utilizado na pratica clinica, para fins

de monitorizacdo terapéutica, estudos farmacocinéticos e de bioequivaléncia.

Em relacdo aos métodos ja descritos para analise de benznidazol em
plasma (vide pagina 56), o método desenvolvido neste trabalho apresentou
Limite de Quantificacdo de 0,5 pg/mL, dentro da faixa encontrada por outros
autores que utilizaram a técnica HPLC/UV, de 0,1 pg/mL a 1,6 pg/mL. Em
relacdo a técnica miniaturizada IL-DLLME, descrita por Padré et al. (2013), os
valores de LQ e recuperacao foram inferiores aos obtidos no presente trabalho.

Entretanto, a MEPS apresenta maior facilidade de execucéo que a IL-DLLME.
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7 CONCLUSAO

No presente trabalho esta descrito o desenvolvimento de método analitico
e bioanalitico para a andlise de benznidazol em plasma humano, visando a
monitorizagdo terapéutica e estudos farmacocinéticos. Ambos os métodos foram
validados segundo legislacdo vigente, publicada pela Agéncia Nacional de
Vigiléncia Sanitaria (ANVISA).

A etapa de preparo de amostras, crucial para a obtencdo de resultados
fidedignos, foi desenvolvida e otimizada utilizando-se os procedimentos de
precipitacdo de proteinas e microextracdo por sorvente empacotado. Foi
utilizado planejamento fatorial completo 24 para otimizacao racional da etapa de
extragdo por MEPS, objetivando encontrar a melhor condicao de analise em que
se obtém maiores recuperagcdes e menor interferéncia. O planejamento forneceu

uma condicdo 6tima, cuja recuperacdo maxima obtida foi igual a 24,6%.

Conclui-se que a utilizacao de MEPS no preparo de amostras resultou em
cromatogramas com menos picos interferentes e baixo ruido, demonstrando
uma maior seletividade, principalmente em relacéo as técnicas de precipitacdo
de proteinas e LLE convencionais. A técnica, embora dispendiosa e com baixa
recuperacdo, ainda se apresenta vantajosa em relacdo a SPE convencional,
uma vez que o dispositivo MEPS, incluindo o cartucho comercial, pode ser
reutilizado, enquanto a SPE convencional utiliza cartuchos descartaveis. Esta
dltima, ainda, utiliza volumes maiores de solventes téxicos e de alto grau de

pureza, que sao prejudiciais ao analista e ao meio ambiente.

O método bioanalitico desenvolvido foi aplicado em trés voluntarios sadios

gue administraram benznidazol e mostrou-se efetivo e robusto.

Ademais, trata-se da primeira vez que em que € relatado a utilizacdo de
extracdo em fase solida convencional e de MEPS para a analise de benznidazol,
que pode levar a implementacdo de técnicas mais modernas na rotina de

laboratorios de analises clinicas.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.964.479

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de um projeto da area de Ciéncis da Saude que propde desenvolver e validar método bioanalitico
para a extragdo de benznidazol a partir de amostras de plasma humano, utilizando nanomateriais, tais como
nanoparticulas de silica mesoporosa e nanotubos de nitreto de boro, como sorventes extratores e analise
por cromatografia a liquido de alta eficiéncia.

Conforme o proponente, A doenga de Chagas, ainda hoje, afeta de 6 a 7 milhdes de pessoas na América
Latina e causa cerca de 10 mil mortes por ano, segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude. A
doenca é causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, que é transmitido aos seres humanos através da
picada do barbeiro. Entre os principais sintomas relatados estédo: lesdo cutanea, inchago das palpebras e
das glandulas linfaticas, febre, dor de cabeca, dores musculares, dificuldade de respirar e dores abdominais.
Na fase crénica da doenga pode ocorrer arritmia cardiaca, insuficiéncia cardiaca, infarto ou mesmo o ébito.
O benznidazol é o principal medicamento empregado para o tratamento da doenga de Chagas. A
determinagdo da concentragdo plasmatica de benznidazol em humanos é importante em estudos clinicos,
farmacocinéticos, no desenvolvimento de novas formulagdes e na monitorizacao terapéutica. Nesse
contexto, o desenvolvimento de métodos analiticos adequados é fundamental. Geralmente, os métodos
bioanaliticos compreendem quatro etapas distintas: preparo de amostras, separagao, detecgdo e tratamento
dos dados obtidos. Destas etapas, aquela que ainda necessita de maior
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desenvolvimento é o preparo de amostras, ja que a maioria dos procedimentos utilizados atualmente sao
demorados, laboriosos e empregam elevada quantidade de reagentes téxicos. Nos ultimos anos, novos
materiais tém sido desenvolvidos e utilizados como sorvente para extragdo. Dentre esses, as nanoparticulas
mesoporosas de silica e os nanotubos de nitreto de boro tém potencial para serem utilizados para esse fim.
Assim, com este trabalho objetiva-se desenvolver método bioanalitico, empregando-se extracdo em fase
soélida no preparo de amostra, utilizando nanomateriais como sorvente, e cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detecgdo UV-visivel.

Na Metodologia Proposta: - As amostras de plasma serdo obtidas de voluntarios sadios que se dispuserem
a contribuir com o projeto e serdo coletadas no Laboratério de Hematologia da Faculdade de Farmacia da
UFMG, apés aprovacao do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica.

-- Os métodos validados serdo aplicados na determinagdo quantitativa de benznidazol em amostras de

plasma de voluntarios.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Desenvolver método bioanalitico para extragdo de benznidazol em plasma humano
utilizando nanoparticulas mesoporosas de silica e nanotubos de nitreto de boro como sorvente de extracao
e cromatografia a liquido de alta eficéncia com detecgdo UV-visivel. Objetivo Secundario: - Avaliar a
seletividade das nanoparticulas mesoporosas de silica e dos nanotubos de nitreto de boro para extracéo de
benznidazol. - Otimizar as condi¢cdes da etapa de preparo de amostra, como quantidade de material
sorvente, volume da amostra, solventes eluentes e extratores. - Desenvolver método bioanalitico para
determinacéo de benznidazol em plasma humano. - Aplicar o método desenvolvido em amostras de plasma
de voluntarios contendo benznidazol.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos relacionados ao procedimento de coleta das amostras de sangue sao: leve dor localizada
associada a picada da agulha ou hematoma; e, raramente, sensagdo momentanea de tontura. Os riscos
relacionados ao uso de benznidazol incluem: nauseas, vémitos, febre, cefaleia, prurido e, em casos mais
graves, astenia, parestesia, rash cutaneo, dermatites causadas por hipersensibilidade e edema nas
extremidades. Beneficios: A identificagdo e a quantificagcdo de farmacos em plasma humano séo
importantes nos estudos de farmacocinética, em estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade e na
monitorizagdo terapéutica de usuarios de benznidazol e

Endereco: Av. Presidente Antdnio Carlos,6627 2° Ad SI 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3409-4592 E-mail: coep@prpq.ufmg.br

Pagina 02 de 05



136

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %oﬂ

Continuacdo do Parecer: 3.964.479

no acompanhamento da adesdo dos pacientes ao tratamento. A técnica extragdo em fase sélida pode
extrair, seletivamente, o analito de interesse, eliminando a presenca de interferentes e aumentando a
confiabilidade dos resultados. Além disso, a técnica permite uma pré-concentragao do analito e a redugéao
do gasto de uso de solventes organicos. Os resultados obtidos neste projeto serdo divulgados em eventos
cientificos e publicados em periédicos internacionais. Outra contribuicdo deste estudo é a ampliagado de
conhecimentos na area de preparo de amostras e desenvolvimento e validagdo de métodos bioanaliticos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa com proposta de desenvolvimento de método analitico para deteccdo de medicamento usado na
terapéutica de Doencga de Chagas, com procedimento experimental que envolve a utilizagdo de material
biolégico humano (plasma), de voluntarios com idade superior a 18 anos. Previsdo de inicio em dezembro
de 2019.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados Folha de Rosto assinada pela Diretora da Faculdade de Farmacia da UFMG, Parecer
consubstanciado aprovado pelo Departamento Produtos Farmacéuticos, Projeto Detalhado, TCLEs para
grupo 1 e 2, correspondentes a doadores de plasma sem o medicamento e doadores de plasma que
receberam uma dose do medicamento benznidazol, respectivamente.

Inserida nessa versao a Carta resposta , Termo de Constituicdo de Biorrespositério e TCLEs com corregdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

O pesquisador atendeu as pendéncias do protocolo, parecer n°® 3.903.469,
PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CEP_3903469.pdf.

SMJ, o projeto “Determinacédo de benznidazol em plasma humano utilizando nanomateriais como sorvente
para extracdo em fase sélida” do pesquisador Christian Fernandes, esta aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolugcdao CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagéo relatérios parciais do

andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da
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pesquisa encaminhar a este Comité um sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1336536.pdf 14:41:30
Outros Parecer_consubstanciado_departament | 01/04/2020 | CHRISTIAN Aceito

o.pdf 14:37:32 | FERNANDES
Outros Carta_resposta.pdf 01/04/2020 |CHRISTIAN Aceito
14:36:31 | FERNANDES
QOutros Termo_de_constituicao_de_biorrepositor] 01/04/2020 | CHRISTIAN Aceito
io.pdf 14:34:45 |FERNANDES
Projeto Detalhado / |Projeto_de_pesquisa.pdf 01/04/2020 |CHRISTIAN Aceito
Brochura 14:31:25 |FERNANDES
Investigador
TCLE / Termos de |TCLE_grupo_2.pdf 01/04/2020 |CHRISTIAN Aceito
Assentimento / 14:30:52 |FERNANDES
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_grupo_1.pdf 01/04/2020 |CHRISTIAN Aceito
Assentimento / 14:30:41 FERNANDES
Justificativa de
|Auséncia
Declaragéo de Termo_de_compromisso.pdf 26/11/2019 |CHRISTIAN Aceito
Pesquisadores 11:37:26 | FERNANDES
Declaragéo de Termo_de_concordancia.pdf 26/11/2019 |CHRISTIAN Aceito
Instituicao e 11:36:51 |FERNANDES
Infraestrutura
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 26/11/2019 |CHRISTIAN Aceito
11:27:44 | FERNANDES

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao
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BELO HORIZONTE, 10 de Abril de 2020

Assinado por:
Crissia Carem Paiva Fontainha
(Coordenador(a))
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